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RESUME 
Les prospections faites par I’ORSTOM en Afrique ont permis d’etabiir d’importantes 
collections en champ de differentes especes de cafeiers cultives et spontanes. Leur 
conservation et leur utilisation pourraient Btre facilitees par les nouvelles technologies 
telles que la culture in vitro et la cryoconsewation. La micropropagation et 
I’embryogenese somatique sont deja couramment utilisees pour les cafeiers cultives. 
Nous avons mis en place des experlences de conservation de ces ressources genetiques 
en laboratoire, en vue d’apprecler les possibilites et les limites de cette approche. 
L’introduction au laboratoire des cafeiers par la culture in vitro d’embryons 
zygotiques isoles a permis d’etablir une vitrotheque de travail. Outre les deux especes 
cuItMes Co&a urab/ca et C. ccmephom elle comporte une quinzaine d’autres especes 
du genre Cof&~. Nous avons mis en evidence differents facteurs influençant la 
germination in V&U : le developpement de l’embryon est fortement inhibe paf la lumiere ; 
un milieu depourvu de toute substance de croissance est le plus favorable. 
Cette collection est entretenue par microbouturage avec developpement des 
bourgeons latents, assurant ainsi un maxtmum de stabilite genetique. Nous avons observe 
le comportement des mlcroboutures placees sous l’influence de substances de 
croissance, en particulier la bbenzylaminopurlne (BAR), Utilis&e ici à faible concentration, 
et sous l’influence de differents autres facteurs : nature de la solution minerale, 
concentration en saccharose, temperature et nature de l’agent gelifiant (agar ou Gel- 
Rite@). Nous avons retenu les facteurs qui limitent la croissance, tout en favorisant 
l’enracinement, ce qui a permis le stockage sur une perlode de six mois à un an, entre 
chaque repiquage. 
La conservation d long terme en laboratoire releve d’autres techniques comme la 
cryoconservatton. Celle-ci a et& realisee avec succes à partir de deux souches 
embryogenes, l’une de C. arab~ca l’autre de C. canep/wa. On a observe la reprise de 
I’embryogenese adventive sur des embryons somatiques avant subi une congelation 
dans l’azote liquide, a -196OC, puis un rechauffement rapide. 
Mots-ces : Coflea, cafeiers, ressources genettques, consewation in vitro, embryons 
zygotiques, microbouturage, limitation de croissance, cryoconservation 
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Summaq4 
SUMMARY 
ORSTOM expeditions in Afrlca led to the establlshment of important fleld collections 
from dlfferent specles of cultivated and spontaneous coffee trees. Conservation and 
exploitation may be lmproved by new technologies such as in vitro culture and 
cryopreservatlon. Mlcropropagatlon and somatic embryogenesls of calluses are already 
feasible for the cultivated coffee trees. ORSTOM, In Montpellier, has started several 
experlments conceming the conservation of genetic resources in the laboratory, in order 
to assess the benefits and the llmlts of this approach. 
The introduction of coffee trees In the laboratory, performed by in viito culture of 
zygotlc embryos, allowed the establishment of a worklng in vitro collection. In addition to 
the two cultivated coffee species C. urabka and C. car?epI~~~ fifteen species from the 
Coflea genus are now avallable. We polnted out varlous factors affectlng in vitro 
germination : light greatly inhiblted embryo development and the medium devold of 
growth regulators was optimal. 
Thls collection ls maintained in test-tubes In the form of microcufflngs. The 
development of latent buds ensure an optimal genetlc stabillty. We obsetved the 
behaviour of microcufflngs, In the presence of growth regulators. particularly 
benzytadenine (RN, used at low concentrations, and In the presence of different other 
‘factors : various mlneral solutions, lowered sucrose supply, reduced temperbture in me 
culture room, and medium geiificatlon with Gel-Rite@. We selected the storage conditions 
enabling llmited growfh whlle enhancing rooting, whlch us permitted to store the 
microcuttings tim0ti subcuiture over six months to one year. 
Long-term storage in the laboratory utilises other techniques such as 
cryopreservatlon. Thls program has been successfully developed with two embryogenic 
stralns, one from C. urabka, me other from C. cane@ora, : In both cases, we observed 
the recovery of adventftlous embryogenesis on somatic embryos after freezing In liquld 
nltrogen (-196OC) and rapid thawing. 
Key words : Cofiea, coffee trees, genetic resources, in vitro storage, zygotic embryos, 
microcuttlng, slow growth, cryopreservation. 
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In froducfion 

Intrductùm 
In froducfion 
La deforestation intense des regions intertropicales provoque une degradation 
du milieu naturel et menace de disparltlon les arbustes et les plantes herbacees du 
sous-bois. C’est le cas en particulier de l’ensemble des cafeiers formant le genre 
Co&a qui sont repartis dans les differentes forets tropicales d’Afrique. Pour 
repondre à ce besoin urgent d’inventaire et de sauvegarde du patrimoine 
genetlque. de nombreuses prospections ont et& realisees ces trente demieres 
annees, en Afrlque et à Madagascar, par la FAO, le Museum de Pans, I’ORSTOM et 
I’IRCC (Berthaud et Charrier, 1988). Les differentes especes recoltees par les 
equipes françaises ont et& rassemblees dans des collections de base d’Ethiopie, de 
Madagascar et de Cote d’lvoire, constituees de milliers d’arbres en plantation de 
sawegarde. 
Tout l’inter& de ces collections repose 1) sur la conservation pendant 
plusieurs dizaines d’annees des cafeiers spontanes et cultives et 2) sur I’etude et la 
valorisation de ces plantes. II s’agit donc de faciliter la mise a disposition â tous les 
autres centres de recherche de ce patrimoine, materiel de base pour les 
selectionneurs et d’etude pour les biologistes. Or, pour le moment, les collections 
sont uniquement maintenues au champ, ce qui limite la disponibilite des 
genotypes, donc des etudes d’evaluatlon, et ce qui les soumet à tous les risques 
inherents a la culture en conditions naturelles (maladies. parasites, aleas 
climatiques...) 
Par ailleurs, le cafeier a des graines nrecalcitrantesH, c’est-d-dire qui ne 
supportent pas la dessiccation, les ressources genetiques du genre Coflea ne 
pewent pas Btre conservees dans des banques de semences, methode la plus 
couramment utilisee (Robe&, 1975). 
L’essor de la culture in vitro a permis de developper au cours des annees 80 
d’autres methodes de stockage à moyen et à long terme. Les microplantes 
multipliees in vitro pewent Qtre en effet maintenues en croissance ralentie par 
modification des milieux de culture ou des conditions de l’environnement avec 
repiquage tous les six a douze mois. Le stockage à plus long terme est 
envisageable par cryoconservation de structures aux dimensions reduites comme 
celles des meristemes ou des embryons zygotiques ou somatiques @Vit?‘% 19891, 
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à -196”C, temperature de l’azote liquide. 
La conservation in vitro a moyen terme est dejà utilisée pour de nombreuses 
plantes P&ennes arbustives (especes forestieres et fruitieres) et surtout pour les 
- especes multipliees vegetativement (plantes â racines et tubercules). Elie est donc 
a priori applicable aux especes de cafeiers. 
Une fois introduites in vitro. les differentes espaces pewent Btre aisement 
diffusées entre les centres de recherche interes&. Le cafeier n’ayant pas de virose 
connue, aucune selection sanitaire n’est necessaire. Le matertel vegetal, une fois 
en tube, en conditions axeniques, devient alors facilement transportable. On ne 
rencontre plus les obstacles poses par la protection sanitaire, ou par la necesslte 
de la quarantalne au passage de la fronttere. 
Les ressources genetiques cafeieres etant jntroduites in vitro, par germination 
d’embryons isoles ou par bouture de noeud, la vitrotheque jouera alors trois roles : 
. Multiplication du mat&lel des collections de base 
. Stockage des ressources genetique (ou *germplasmn) à moyen et à 
long terme 
. Echange et diffusion entre les differents centres de recherche. 
Les toutes premihes Hudes sur la culture in vitro du cafbier ont et4 r&alis&es 
par Staritsky en 1970. Par la suite, les differentes techniques de multiplicaiion 
vegetative In vMo, par d&eloppement des bourgeons et des m&ist&mes 
preexistants ou par embryogenese somatique, ont et& largement appliquees aux 
deux especes cultivees : C. urab/ca L. et C. cane- Pierre (Sondahl et a/., 1985). 
Dans notre etude, il s’agit donc d’etablir une vltrotheque, a partir des 
collections en champ, en adaptant les methodes de multiplication in vitro. deja 
utilisees pour le C. urab/ca ou le C. cane-, à l’ensemble des especes du genre 
CoITea et d’elaborer les strategies operationnelles de conservation. 
Mais la culture In v/fm n’est pas sans probleme, que ce soit pour l’introduction 
in vitro du matkiel v&g&al MS diversIf%, pour assurer sa multiplication conforme, 
ou pour la mise au point de methodes de stockage efficaces permettant, en outre, 
un retour rapide en conditions normales. 
Cette &ude est structuree comme suit : 
Dans les deux premiers chapitres nous presentons d’abord une revue 
bibliographique du sujet, puis, l’ensemble du materiel et des methodes utilisees. 
Le premier chapitre traite en premier lieu de la conservation des ressources 
genetiques vegetales, bar les methodes traditionnelles et par la culture In vitro ou 
la cryoconservcrtion. Nous y presentons ensuite la situation du complexe d’especes 
des cafeiers et les problemes de conservation. Nous rapportons aussi les resultats 
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acquis pour la culture In vitro des deux especes cultivees : Coflea ambica et 
C. canephoro et les premiers essais de stockage. 
Dans le deuxleme chapitre, nous donnons une liste exhaustive des especes 
du genre CoRea etudiees et la nature du matertel vegetal utilise : graines, embryon 
zygotique, noeuds de tiges orthotropes, microboutures et embryons somatiques. 
Nous decrtvons aussi les dlfferentes methodes mises en oeuvre au cours de cette 
Btude : isolement des embryons zygotlques, microbouturage des tigelles et 
cryoconservatlon des souches embryogenes. 
Les resultats obtenus font l’objet des trois chapitres suivants. Le premier 
(chapitre 3) traite de la germination In V#I~ d’embryons zygotiques isoles. Nous y 
etudlons l’influence de divers facteurs dont les conditions d’environnement, la 
composition des milieux et l’origine genetique. 
Le deuxieme (chapitre 4) rapporte I’etude du comportement des 
microboutures. Apres un essai sur des milieux depourvus de toute substance de 
croissance, nous etudions l’influence de la W, en conditions de multiplication puis 
en conditions de stockage. Nous avons aussi pris en consideration l’effet des sels 
mineraux de la concentration en sucre et de la temperature et de I’etat 
physiologique des plantules, sur la survie pendant une duree de conservation de six 
mois à un an. 
Le troisieme (chapitre 5) est exclusivement &Serve aux dlfferents essais :de 
cryoconservatton d’embryons somatiques. Nous rappelons tout d’abord la Premiere 
observation de reprise de I’embryogenese adventive faite sur C. araMa. Nous 
etudions ensuite l’effet du pr&raltement et du post-traitement sur le taux de reprise 
apres la congelation. 
Le dernier chapitre est consacre a une discussion sur la stabilite genetique et 
les pressions de selection lnherentes à la culture et a la conservation in v#m Sur la 
base des resultats acquis, les conditions d’Établissement d’une vitrotheque de 
cafeiers sont discutees ainsi que les perspectives de developpement des nouvelles 
technologies de conservation des ressources genetlques. 
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Revue Bibliographique 
Cette revue bibliographique rassemble tout d’abord les Blements concernant la 
conservation des ressources genetlques vegetales, par les methodes traditionnelles ou 
bien par les techniques de culture in vitro. Nous abordons, par la suite, la situation du 
complexe d’especes des cafeiers et les problemes de conservation qui en decoulent. 
Puis, nous presentons un aperçu des resultats acquis pour la culture in vitro des 
deux especes cultivees de cafeier : C. umbica et C. canez. Nous evoquons aussi 
les premiers essais de stockage en conditions de culture In vitro avec des plantules ou 
des cals indlfferencles. 
1. CONSERVATION DES RESSOURCES GENETIQUES 
Les ressources genetiques englobent toutes les plantes sawages ou cultivees qui 
pewent contribuer à I’amelioration des plantes cultivees, 
Les especes concernees par la sawegarde de leurs ressources genetiques sont 
de plusieurs sortes (Frankel & Soule, 1981) ; certaines especes sont directement 
menacees, elles courrent un serieux risque de disparition a I’etat sawage. D’autres 
sont seulement rares et pewent aussi devenir vulnerables ou meme menacees, quand 
leur habitat est modifie, Ces menaces sont causees par toutes les destructions ou 
modifications drasttques de leur Qcosysteme. 
Mals il n’y a pas que les esp&es rares qui sont menacees. C’est aussi le cas 
des tres nombreuses esp&es qui composent les ecosystemes tropicaux et plus 
particullerement celles des forets qui sont detruites par millions d’hectares chaque 
annee. L’exploitation Industrielle sans discernement des forets tropicales menace ce 
grand reservolr de dfversite genetique d’une erosion rapide. Ces especes sont en 
danger de disparltlon alors que l’on ne connaît que bien peu de choses sur la 
distrlbutlon, l’utllite potentielle, I%cologie ou la physiologie de la reproduction de la 
plupart d’entre elles. 
Dès 1960 I’EUCARPL4, organisation europeenne, commence Q s’lnteresser à la 
conservation des ressources genetiques (Hawkes, 1984). Mais a partir de 1974, avec la 
fondation de I’IBPGR, l’organisation scientifique des ressources gen&lques prend une 
dimension mondiale sous l’égide du CGlAR. D&ormais I’IBPGR est charge de financer 
ou meme d’organiser les prospections, I’evaluatlon, la conservation et la distribution 
aux scienttflques et selectionneurs, des ressources genetlques des differentes especes 
végetales de par le monde. Cet organisme a ainsi permis la r&allsation de 
nombreuses collectes de “germpiasm” dans des zones particulieres comme les reglons 
arides et la mise au point des nowelles methodes de conservation. Ces banques de 
ressources phytogénetiques prennent de plus en plus d’importance (Fraleigh, 1989). 
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L’IBPGR est aussi charge de la diffusion internationale des donn&s et du mat&iel 
collect8. C’est le cas pour les r8seaux d’bchange etablis entre les collections 
dlspers8es de Prunus, de plantes fourrageres, d’A///um ou d’Avena (Perret, 1989). 
Actuellement de nombreuses especes d’importance 8conomlque ont ainsi et6 
r8colt8es et plusieurs r&eaux internationaux ont et8 etablls av8c differents partenaires, 
centres internationaux de recherche 8n agriculture, comme par exemple I’IRRI pour les 
rit le CIMMVT pour les mais, le CIP pour les pommes de terre, I’ICRISAT pour les 
arachides, etc... 
A. MBthodes traditionnelles de conservation 
1. IN SITU 
On a ainsi cr88 des &Serves naturelles, des parcs nOtiOnaUX OU des l8giSlOtiOnS 
particull&es protegeant les esp8ces menac88s 0+2wk8s, 1981). Dans C8 cas 18s 
esp8ces sawages et leur ecosysteme naturel ou semi-naturel sont Consen&s 
simultan8ment. Ce sont, par exemple, d8S forets de teck en Zambie ou de plantes 
medicinales au Sri Lanka (FAO, 1989). 
Les vOri&& lOCal8S d8s plantes ~~ltiv88S doivent &r8 mCJint8nU8S par des 
methodes de culture traditionn8lle, soit par des paysans dans les zones d’agriculture 
ancestrales, soit exp&imentalement par des centres de ressources g8netiques. 
L’8Xp&l8nC8 8St 8n cours dans la r8S8rV8 du Durando, Pr& de Mexico, pour 10 
COnS8WtiOn d8 10 t8OSint8 8t dans la regiOn d8 Chaco, en Argentine, pour 10 
conservation de plantes fourrag&es (FAO, 1989). Cependant, la diverslte gen&ique ne 
pourra jamais Atre conserv88 dans tout8 son ampleur, car ces r8serves naturelles ne 
couvrent qu’un8 faible partie d8 l’aire d8 r8parHtton totale, sowent tres vaste pour la 
plUpOrt des 0Sp8C8S. 
2. Ex SITU 
a. Ptantatbns de sauvegarde 
Certaines plantes sont conservees dans d8S plantations de sawegarde. Ce sont 
les plantes P&ennes arbustives ou herbacees, dont la multiplication se fait par 
bouture de tiges ou de racines, morc8aux de rhizomes ou 6clats de souches, dont tes 
graines sont ici le plus sowent fortement h&&ozygotes. Le stockage d8S graines ne 
convient pas pour la conservation du genotype parental, il permet cependant de 
garder une information g8n8tique utilisable ult&ieurement. Pour ces plantes, la valeur 
des individus à conserver se trowe dans le clone lui-meme. Chacun d’eux a 8t8 
choisi et cultive pour ses caracteres particuliers et sa multiplication vegétattve a 
proteg8 la combinaison favorable. Par ailleurs, certaines d8 ces plantes ne produisent 
que peu ou pas de graines, leur s8lection n’ayant pas porte sur leur aptitude à 
produire d8S graines viables. C’est par exemple le cas des bananiers (De Langhe, 
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1984). 
Le maintien de telles collecttons en champ presente des difflcultes biologiques et 
economiques. Les plantations sont en effet soumises aux differents aleas 
bioclimatiques des conditions naturelles avec tous les risques de degradation ou 
meme de destruction qui en decoulent. Un des plus graves dangers biologiques est le 
risque de virose ou de bacteriose de la collection. C’est en effet le cas rencontre 
avec le manioc (Fargette et CI/., 1988). Les probi&mes logistiques, financiers (surtout 
pour les arbres) et de maintenance sont aussi considerables, avec des consequences 
immediates sur le nombre et la taille des echanttllons qui sont particuiierement reduits 
en regard de ceux des plantes multipliees par graines. 
b. Stockage des graInes 
Des 1975, les ressources genetiques de nombreuses esp&es sont conservees 
par le stockage de leurs graines en chambre froide. C’est la methode la plus 
couramment utilisee pour la conservation ax situ du ngermplasmn. Ce stockage à 
moyen terme est possible pour les semences de la plupart des cWales, des 
legumlneuses, de nombreuses cruciferes, solanees et cucurbitacees ainsi que pour 
quelques plantes d’inter& economiques comme le coton, le lin ou la betterave a 
sucre (IBPGR, 1987). Ces plantes ont des graines decrites comme “orthodoxesn par leur 
aptitude a supporter la dessiccation (Robe&, 1973a). Elles pewent Btre stockees à 
basse temperature (-18°C à +SOC). 
Le stockage sous forme de graines permet de conserver au moindre coût ,dans 
un espace reduit et dans de bonnes conditions de securite, une large representation 
de la diversite des especes sawages. Ces collections de graines subissent un 
entretien par multiplication periodique ce qui permet d’une part une verification du 
taux de germination et d’autre part, et independamment, une distribution du 
“germplasm”. Cependant, pour beaucoup d’especes sawages, on ne connait rien sur 
les conditions favorables au stockage et à la germination des semences. 
De plus, il y a un grand nombre de plantes pour lesquelles le stockage des 
graines d long terme est difficile, inapproprie et dans de nombreux cas tout 
simplement impossible (Hawkes, 1981). Ces graines sont qualifiees de nrecalcltrantesn 
aux methodes de stockage necessitant une dessiccation avant le maintien à basse 
temperature (Robert% 1973a). De nombreuses plantes tropicales d’inter& economique 
sont dans ce cas ce qui a motive diverses recherches paralieles comme un sechage 
limit6 ou bien r&alis& avec plus de precautions. une conservation a des temperatures 
basses non geiantes ou un stockage en maintenant les graines dans une atrnosphere 
saturee en eau (Robe& 81 King, 1982). 
c. StWcoge du pollen 
Le stockage du pollen, sur 3-4 ans, par sa lyophilisation ou son maintien a basse 
temperature, est aussi une forme de conservation des ressources genetiques pour le 
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moyen terme. Cela peut faciliter les programmes d’hybridatlons contrBlees, avec les 
plantes dont la floraison est decalee et permettre de stocker le maximum 
d’informations dans un minimum d’espace, par rapport au stockage des graines 
(Roberts, 1975; Charrier, 1990). 
B. Stockage du maMd vbgetal graCe QUX techniques de la culture b 
vitro 
1. ROLE DES TECHNIQUES IN VITRO DANS IA CONSERVATION DU GERMPIASM 
a. Avantages du stockage in vitrq 
La conservation in vifro est applicable a plusieurs sortes de plantes. Elle permet 
en particulier de conserver celles dont les graines ne peuvent etre conservees telles 
qu’elles (Wlthers, 1987) : les graines encore immatures lors de leur collecte sur le 
terrain, les graines blessees ou endommagees, les graines nr&alcltrantesn (Assy et ul., 
19871, ainsi que les petits echantillons de matertel rare. Par ailleurs, pour la 
conservation des plantes nrecalcltrantesw, Grout (1986) preconlse l’utilisation de la 
culture In vitro, dans une optique legerement dlfferente. Le stockage ne porterait plus 
sur la graine entiere, supportant mal la dessiccation, mals sur l’embryon isole, stocke 
en conditions mlnlmales de croissance ou en cryoconservatlon. 
En outre, le stockage in vit;ro permet la conservation des plantes a multlplicatlon 
végetattve avec une sanltation blen utile, lorsqu’il est couple à une thermotheraple. 
C’est par exemple le cas pour I’lgname, le manioc ou la patate douce conserves au 
CATIE (Jarret et OI., 1986). 
Le materlel peut Atre maintenu dans des conditions de croissance limitee, pour 
faciliter la gestion des collections in vitro de grande taille, et limiter les problemes de 
repiquages repetes (main d’oeuvre, risque de contamination ou d’erreur 
d’etlquetage). 
En multipliant leur stock de plantes in vttro, à partir des collections de base, les 
differents centres de recherche peuvent ainsi disposer du patrimoine genetlque et 
&Changer alsement du materlel saln (IBPGR, 1986a). 
Alnsl, la methode in vnr0 est parfaitement approprlee au stockage du materlel 
vegetal qui peut ainsi Atre conserve indemne de toute maladie, dans un espace 
redult, en conditions steriles (Henshaw, 1982). 
b.WgenceslWsawcondttionslnvitro 
Cette conservation in vitro se heurte b de nombreux problèmes provenant plus 
de la culture en conditions in vitro que du stockage en lui-meme : 
l La difflculte d’installation des cultures in vffm qui necessite pour certaines plantes 
de longues recherches, comme le besoin de rejuvenllisatlon pour les arbres 
adultes (Franclet, 1981), la sanltation et desinfection des plantes tropicales 
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(Duhem et ul., 1988). l’entretien et la multiplication des apex (Lardet et OI.., 1990). 
l La regéneration, permettant le retour in vive de plantes normales, est sowent 
difficile et pas toujours resolue comme dans l’exemple du cocotier (Verdei et a/., 
1989). 
l Pour des souches de laboratoires qui ont subl de tres nombreuses subcultures, 
ce potentiel de regeneratlon peut diminuer au fil du temps et meme tendre à 
disparaltre. 
* Le maintien de la conformite du materiel mis en collection. Apres un stockage in 
vitro, les cultures offrent parfois une varlabilite genettque (Sibl, 1989). Celle-ci 
provient soit de la mlxopioidie de I’explant d’origine, soit des differents 
evenements survenus lors de l’initiation de la culture et pendant son entretien. En 
effet, les cultures de tissus placees sur des milieux contenant des substances de 
croissance en grande quantite, ont tendance d presenter une Instabilité 
chromosomique (Evans et a/., 1984 ; Karp, 1986). Ce peut Atre le resultat d’une 
variation de l’expresslon du genome (vttrovarlant somacionai) ou dune variation 
de type aiieiique (mutation). ,.’ 
l La grande vartabiiite genotypique dans la repense aux conditions in vitro 
(Westcott, 1981a ; Wilkins et al., 1988) 
Le maintien du potentiel de regeneratlon de la plante et la stablllte genetlque 
demandent un choix reflechi de l’explant et une attention toute particuiiere pendant 
les subcuitures. Ces deux imperatifs sont atteints par l’utilisation de structures 
organisees (merlstemes, bourgeons ou embryons), en opposition aux structures 
indifferenciees des cultures cellulaires en callogenese. .,ii 
L’utilisation de ces methodes necessite, de plus, une lourde infrastructure, Me ou 
travail en conditions steriies et au stockage entlerement dependant du bon 
fonctionnement des chambres de culture, ce qui limite parfois l’emploi de ces 
techniques. 
2. METHODES DE CONSERVATION IN VITRO 
Le stockage du ngermplasmn in vitro peut se faire en maintenant les cultures, en 
croissance, ce qui necesslte des subcultures frequentes et en alourdit l’entretien. Cette 
methode est encore sowent uttiisee pour le maintien de collections de travali. Une 
synthese recente de Dereuddre et Gazeau (1988) presente les differentes methodes 
appliquees pour une conservation des cultures à moyen et â plus long terme. 
a) chnsefvatlon B moyen terme 
. La conservation du materiel introduit In vitro est nettement amelioree par le 
maintien des cultures en vie ralentie avec un seul transfert par an sur milieu frais. 
Differents facteurs limitant la croissance sont employes, selon les plantes et les organes 
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ou tissus mis en culture. Le plus souvent, le maintien des cultures à moyen terme se 
fait par la diminution de la temperature des chambres de culture et de i’intensite 
lumineuse. C’est le cas du fraisier (Muiiin & Schiegei, 1976) dont les piantuies ont et& 
conservees avec succes 6 ans, à l’obscur% a 4°C. La temperature de stockage ne 
peut cependant Btre trop basse. En effet, si les apex de pommiers, arbre des regions 
temperees, supportent aisement une temperature de 1°C pendant un an (Lundergan 
& Janick 1979), pour la banane, plante tropicale, la temperature minimale de 
stockage est elle de 15T. condition qui permet une conservation des souches 13 à 
17 mois, sous un eclairement relativement faible de 1000 iux (Banerjee & De Langhe, 
1985). D’autres equipes ont etudie les comportements au stockage par 
l’appauvrissement des milieux en rbduisant les eiements mineraux ou les &Serves 
giucidiques : c’est le cas de Kartha et a/. (1981) pour le cafeier et de Gaizy (1985) 
pour la vigne. Le laboratoire de Westscott (19810 et b) utilise quant à lui, pour le 
stockage de la collection de pommes de terre, differentes methodes dont l’ajout de 
substances inhibant la croissance. Capiin (1959) a choisi une autre methodoiogie en 
plaçant les cultures b conserver en hypoxie, sous une couche d’huiie de paraffine, 
methode reprise par Augereau et a/. (1986). L’hypoxie a aussi ete reaiis&e an 
atmosphere contrbiee avec des microplantes de chrysantheme et de tabac (Bridgen 
& Staby, 1981). 
Le materiei vegetai peut aussi subir une cryoconsewatton, à la temperature de 
l’azote liquide (-196T), pour un stockage à tres long terme (Withers, 1984). pendant 
lequel toute acttvite metaboiique cellulaire est arretee. La duree de stockage dans 
l’azote liquide n’a donc que tres peu d’effet sur la viabiiite du materiei (Ashwood- 
Smith & Friedmann, 1979). Les premiers essais de cryoconservation ont porte sur du 
materiei animai (Poige et a/., 1949). Depuis quelques annees, de nombreuses equipes 
ont cherche à appliquer la methode au monde vegetai. A quelques exceptions pi’&, 
le protocole utilise en cryoconservation comporte les phases suivantes : le 
pretraitement (preculture et cfyoprotection), la sequence refroidissement- 
rechauffement et le post-traitement qui permet d’ameiiorer la reprise des cultures. 
Seibert (1976) a reussi pour la Premiere fois la congeiation de mensterne d’oeillet 
dans l’azote liquide. Ses resuitats encourageants ont stimule les recherches dans cette 
voie et ont permis le deveioppement des techniques de cryoconservation pour des 
nombreuses autres plantes (Kartho, 1985). De tres nombreuses especes ont ainsi deja 
et& congeiees avec succes dans l’azote liquide sous la forme de suspensions 
cellulaires, de cals, de protopiastes, de meristèmes ou d’embryons 
somatiques (Kartha, 1985 ; Dereuddre & Engeimann, 1987 ; Braun, 1988). La 
cryoconservatton est applicable aux especes herbacees comme aux arbres (Chen 8 
Kartha, 1987) et la methode est actuellement envisagee pour la conservation des 
ressources genetiques vegetaies, comme le signaient Stanwood et a/. (1986) dans leur 
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projet pilote. Des essais a I’8chelle du laboratoire de production sont d8jO en cours 
au CIAT pour la conservation de la banque de wgermplasmn de manioc (IBPGR, 1990). 
3. ETABUSBEMENT DE3 VITROTHMUE3 
Avec l’aide de I’IBPGR (1983) qui coordonne de nombreux projets, diffbrentes 
methodes alternatives de stockage sont actuellement a I’&ude, dont en particulier 
I’etablissement de vltroth8ques. Ces coll8ctions 6tObli8S in vitro restent en relation 
directe avec les collections en champs formees au retour des prospections. Les unes 
comme les autres ont un role de distribution et d’&hange du “germplasmn stocké 
(Chavez et a/., 1987). 
La mise en place des collections, par prel8vement direct sur le terrain, est une 
methode de plus en plus utilis8e. Pour le cocotier, suite aux premiers essais realises en 
Cote d’lvoire (Assy et a/., 19891, la m&hode est maintenant appliquee en routine en 
Indonesie (IBPGR, 1989). Deux autres projets sont en cours pour les ligneux un en Italie 
pour les Pwnus et les Vifis SP., l’autre au Costa Rica pour les avocatiers et les 
cacaoyers; 
Withers (1982 ; 19B4) fait l’inventaire de la plupart des activit& menees dans ce 
domaine, des diff&entes plantes Hudiees, ainsi que des probl8mes rencontres par le 
stockage in V/&I (difficultes d’installation des collections dues aux contaminations ou 
au brunissement des explants, perte du potentiel de r8gen&ation, instabilite 
genetique). Elle CI ainsi &abli une’ banque d8 donn8es qui reflete I’activite 
internationale sur les progr& en conservation des ressources g&n&iques in VI~F,, Une 
mise à jour @ente fait État de plus de 1100 rapports d’actlvites av8c de nombreuses 
informations non publi8es par ailleurs (IBPGR, 1989). ‘;, 
Il existe maintenant des vitroth8ques pour toutes sortes de plantes dont par 
exemple : la pomme de terre (Mix 1982), les mûriers (Enomoto, 1987) ou les arbres 
fruitiers (Wilkins et al, 1988). Certains organismes comme le CATIE (Jarret et a/,, 1986) ou 
le ClAT (Chavez et ul., 1987) participent activement à I’&aboration de ces collections 
in vitro pour les plantes tropicales, et I’ILCA pour les plantes fourrageres des zones 
arides (IBPGR, 1989). C’est aussi le cas de I’IVIA charge de la mise in vifro de la 
collection de C#rus, rassembl68 par I’IBPGR dans le sud-est asiatique. Ce laboratoire 
espagnol v&ifie, en outre, l’etat sanitaire et realise l’assainissement si necessalre, 
identifie et classe le materiel à l’aide de divers marqueurs biochimiques (isozymes ou 
flavanones) (IBPGR, 1986b). Outre ces vltroth8ques de conservation du wgermplasmn 
entretenues par les grands centres internationaux, il existe aussi des vitroth8qu8s de 
travail dans la plupart des laboratoires de production. 
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II. EXEMPLE DU CAFEIER 
A. Pcrhimoine g&Wique caf6ier 
Les ressources genetiques cafeieres ne se limitent pas aux seules esp&ces 
cultivees (C, cr&Yco et C. canephora), dont on extrait le caf& apres torrefaction des 
graines, mais englobent tout le genre Coffea. Une synthese de Berthaud & Charrier 
(1988) rassemble les principales donnees sur ce sujet. 
1. PRESENTATlOfU DU GENRE COFFEA 
Les cafeiers sont des arbustes d8 sous-bois d’un8 taille adulte variant d’un m&re 
pour les cafeiers nains CI une vingtaine de metres pour les plus grands, 
reconnaissables d l8Ur.S feUill8S Simples 8t OppOSe8S. Leurs fi8UrS blanches Sont 
regroupees en inflorescences. 
Au sein de la grand8 famille des Rubiacees, les cafeiers se reconnaissent d leur 
placentation originale, dit8 %offeenneR, caract&isee par la presence d’un sillon sur la 
fac8 plane des graines. Ils se repartiSS8nt en deux sous-genres COffeO 8t RSilanthUS 
(Charrier & Berthaud, 1985). Le sous-genre Coff8a de loin le plus riche 080 taxons), 
rassemble toutes les especes agronomiquement interessantes. L’ensemble des 
eSpeC8S &Udie8S dans 18 cadre d8 ce travail Ont et6 prelevees dans ce sous-genre. 
Tous les cafeiers sont diploïdes (2n = 22 chromosomes), sauf C. umbka qui est 
tetraplOTd8. Ils partagent un genome commun et pewent donc s’intercroiser (Louam, 
1982). C. umbku se distingue aussi par son autogarnie preferentielle, particularite 
ObS8fve8 aussi chez C. brevipes var. heterocûlyx (Anthony, 1991). 
SI l’origine du genre Coffea est kenyane (Leroy, 1983) la dlffusion des esp6ces au 
cours du temps donne une aire de repartition intertropicale tres vaste qui va de 
l’Afrique de l’ouest aux Iles Mascareignes. Dans cette aire de repartition, le C. Urobico 
a un habitat naturel tres restreint. II se cantonne dans les massifs forestiers des hauts 
plateaux du Sud-Ouest &hlopien, Sud Soudan et Nord Kenya. L’ensemble des autres 
especes du genre Coffea se repartissent geographiquement en trois grands groupes : 
1 - Afrique de l’ouest et du centre, 2 - Afrique de l’est, 3 - Madagascar. 
Ils occupent differents types de foret (Charrier & Berthaud, 1985) ; de la foret 
dense humide à forte pluviosite de l’Afrique d8 l’Ouest, à la foret savane arboree de 
l’Afrique de l’est, ou la duree de la saison sache peut atteindre 6 a 9 mois. Ainsi le 
C. mcem Lour. (Halle et Faria, 1973), resistant à la SeCher8SSe et poussant sur les 
sables coralliens des cordons littoraux d’Afrique de l’Est, support8 une saison sèche de 
plUSi8UrS mois, av8c p8rt8 d8S feuill8S. 
La repartltlon geographique de certaines esp&es partiCUlier8S se limite aUSSi 
parfois à des regions bien precises. C’est le cas du C. humilis A. Chev. dans l’Afrique 
de l’Ouest (Berthaud, 1986) ou du C. fadenii Bridson (Anthony et ai., 1987) que l’on 
trowe au sommet d’une seule montagne au Kenya. C’est aussi le cas des cafeiers de 
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la Nana, phenotype particulier de C. cunephora, découverts dans une galerie 
forestiere d’un affluent de la riviere Nana en Centre-Afrique (Berthaud et 01.. 1984b). 
Selon les trois zones geographiques decrites ci-dessus, les espbces se regroupent 
aussi par la similitude de nombreux caracteres, et cela surtout pour les deux grands 
groupes africains. En effet, la diversite genetlque du genre se repartit comme suit : 
Afriaue de l’Ouest et du Centre : Les cafeiers forment de arbres B grandes 
feuilles, au cycle de fructification long et donnent des graines contenant le 
plus sowent de fortes teneurs en cafeine. 
Afriaue de l’Est : Les cafeiers forment des arbustes a petites feuilles, au cycle de 
fructification relativement court (2 - 4 mois) et produisent des fruits 
contenant peu ou pas de cafeine. 
Madasascar et les îles avoisinantes tarchibels des Mascarelanes et des 
Comores) : Les taxons pr&entent une extrame diversitd morphologique et 
des caract&istiques, que ce soit pour la taille et le port des arbres, la 
dimension des feuilles, la couleur des fruits et la presence ou l’absence de 
cafbine, 
Une autre limite entre les groupes est donnee par I’exp&imentatlon Portant sur 
l’hybridation interspeciflque qui nous aide a caracteriser leurs relations cytogenetlques 
(Charrier 19780 ; Louam 1982). 
2. ETAT DES RESSOURCES GENETIQUES CAFEIERES 
Un bilan, &abli par Charrier (1986a), peut se r&umer ainsi : ! s 
l La variabilité g&Wique, MS faible dans les plantations, est due au mode de 
dispersion des plantes. Dans le cas du C. umbka, autogame, quelques 
genotypes seulement sont a l’origine des premieres plantations d’Am&lque du 
Sud et Centrale, multipliees par semis. II en est de mQme pour les plantations 
industrielles de C. cane- formees par bouturage de quelques indlvtdus 
selectlonnes. Les menaces parasitaires sur de tels ensembles sont tres 
importantes et pewent devenir catastrophiques. 
l La culture du cafeier et sa selectlon sont encore recentes et ne portent que sur 
quelques generations. La plante Cultiv&e est encore proche de ses parents 
sawages, une amelioration par croisement avec des especes spontanees peut 
donc Btre envisagee. 
l . La deforestation en Afrique tropicale met gravement en danger les îlots restants 
de foret primaire, conservatoires naturels des cafeiers sauvages. 
C’est en tenant compte de la base genetique tres etroite dans les plantations 
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actuelles et de la possibiiite d’amelioration par croisement a l’aide des especes 
spontanees pouvant Introduire des tol&ances recherchees aux principales maladies, 
en particulier à la rouille et a l’antrachnose des baies, et surtout face a la destruction 
imminente de cet immense potentiel de variabilite, que des prospections ‘ont et& 
réalisees. 
Berthaud et a/. (19840) ont decrlt en detail la methodologle des prospections 
reaiisees ces demieres annees. Les prelevements sont faits soit sous forme de graines, 
si l’on en trouve, car les cafeiers en conditions sauvages en produisent tres peu, soit 
de plantules ou de greffons. Les echantillons sont mis en quarantaine avant d’etre 
introduits dans les collections de base. 
Depuis une vingtaine d’annee .5 nombreuses prospectlc . ainsi realisees par 
I’ORSTOM ont permis de rassembler w+.:,e vingtaine d’especes ai:.zaines et un grand 
nombre de taxons malgaches. Les explorations menees par I’ORSTOM. en 
collaboration avec d’autres organismes, ont permis une meilleure definition des zones 
de diversité g&Wique, ainsi que le prelevement d’especes connues seulement dans 
les herbiers, comme le C. pseudozanguebarioe, espece africaine sans cafeine (Hamon 
et al., 1984). La plupart des regions où l’on trouve les cafeiers spontones ont ete 
explorees à l’exception du Sud-Est africain et de l’Afrique Centrale, où il reste 
sûrement encore de nombreuses decouvertes à faire. 
B. Conservution des ressources gdnetiques cafH&es in vivo 
1. CONSERVATION IN SITU 
La conservation in sifu semble une des premieres methodes de sauvegarde 
envisageable pour le maintien des ressources gen&iques (Berthaud, 1986), car elle 
assure le potentiel Evolutif des populations naturelles, aussi bien des Cor%s spontanes 
que de toutes les populations pathogenes associees. Les pressions de seiectton sont 
maintenues. 
La creation de reserves naturelles abritant des cafeiers doit tenir compte de 
nombreux facteurs. La surface de l’aire de distribution est differente selon les espeCes 
de cafeiers sauvages. Et, si elle est tres vaste pour le C. canephora ou le C. congensk 
elle est particull&ement restrelnte pour le C. humilis De plus, la composition florbttque 
et la repartition des zones forestieres continues en Afrique de l’Ouest et du centre ne 
ressemble pas à celles de l’Afrique de l’Est, qui sont formees de massifs forestiers 
Epars. Les prospections ont montre (Berthaud, 1986) que la plupart des cafeiers 
spontanés proviennent de zones forestieres mises en reserves naturelles et rarement 
des forets exploitees. Cela vient en partie de la fragilite du sous-bois qui contient les 
cafeiers, ce qui souligne le caractere urgent du besoin de sauvegarde des ressources 
génétiques des cafeiers. Ce systeme de conservation, meme s’il n’est que ponctuel 
par rapport a l’aire de répartition des espèces, et realise sur de faibles superficies, 
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doit Atre mis en place tres rapidement chaque fois que c’est possible. 
2. COl.l.ECTIONS EN CHAMP 
La conservation des collections de cafeiers cultives, recemment 8nriChi8S par des 
formes sawages d8 Coffea, s’effectue gr6ce b l’organisation des Centres de 
Ressources Gen&iques (Charrier, 1980). 
Les cafeiers spontanes du genre CO&CY et genres proches sont rassembles dans 
des collections de base. Ces collections de sawegarde de la variabilite sont plantees 
en foret amenagee, foret primaire dont le sous-bois a et& debroussaille. 
On trouve trois grands centres de ressources genettques de ce type (Charrier, 
1986a). Le plus ancien, en Ethiopie, rassemble, à la ferme d’Etat de Goma 1, de 
nombreux C. araMa spontanes originaires du centre de .diversite soudano-&hioplen, 
recoltes par la FAO en 1964 (Mey8r et ul., 1968) et par une mission ORSTOM en 1965 
(Gulllaumet et Halle, 1978). Une autre collection a et& Installe8 b Madagascar. Elle 
reunit tous les taxons prospectes dans la region malgache de 1960 a 1974. La plus 
recente est en Cote d’ivoire. DepOSitair8 de tOUteS les demieres prospections, elle est 
composee d8 plus d8 20 especes et comprend environ 7.800 genotypes sawages 
(Anthony, 1991). La collection est repartie, selon les afflnltes ecologiques des espèces 
entre d8UX stations, l’une d’altitude 618~68 (au Tonkoui, 1100 m, Antenne ORSTOM de 
Man), l’autre de basse altitude (Station IRCC de Divo, 250 m>. 
De plus, dans chaque pays prospecte, un echantillon representatif (soit ia’moitie 
du materiel collecte) est place dans d8S COlleCtiOnS locales pour I’UtiiiSatiOn dans les 
programmes nationaux. L’Établissement de telles COlleCtiOnS demande une ,lourde 
infraStrUCtUr8 8t la COnnaiSSanCe d8 nOmbr8US8S techniques horticoles. Le greffage, en 
partiCUlier, facilite le sawetage 8t le maintien de tOUS les genOtyp8S introduits, 
provenant de zones ecologtques tres diff&8nt8S et qui ne COITeSpOnd8nt pas 
forcement 0 celles de ta station. Le cafeier etant une plant8 P&enne, i’entretien est 
cependant limite pour d8S arbres dont la dure8 de vie peut atteindre 30 à 50 ans. 
Dans 18s COlleCtiOnS d8 Sauvegarde, plantees en SOUS-bob naturel. 18s conditions 
de mllleu Sont heterOgen8S. Pour les releves biométrlques, l’&Ud8 du Comportement 
vis-a-vis des parasites ou d8 la valeur agronomique, les individus Sont repris en essais. 
Le greffage, Id encore, facilite la multiplication des individus et une meilleure 
adaptation aux conditions pedoclimatiques, d’où une plus grande homogeneite dans 
la parcelle. Ces plantations permettent aussi une meilleure gestion du patrimoine 
g&Wique prospecte et facilitent les &Changes de materiel entre les centres de 
recherche. C8 stockage d8 bas8 permet de faire I’eValUatiOn des differents g&nOtyp8S 
et de &Unir une documentation utile aux sel8ctionneurs. Par son ampleur, la collection 
de Cote d’lvoire necessite une informatisation de la gestion d8S donnees (Anthony et 
Mercier, 1988). Nous disposons alors, pour Chaque introduction, de toutes les 
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informations la concernant, aussi bien sur ses origines que sur les principales 
observations genetiques ou agronomiques, faites dans la collection de travail. 
b.CdIectkmsdetravdl 
Par ailleurs. la plupart des centres de recherche cafeiere en Afrique, en 
Amerique ou en Asie, ont une collection de travail. Toutes ces collections d’etudes 
rassemblent un nombre de genotypes tres reduit et ne contiennent en fait que des 
especes cultivees (C. CWUMX et C. canephoro), utiles pour la production locale. et 
quelques genotypes seiecttonnes, directement utilises dans les essais d’amelioration. 
Ces coiiectlons rassemblent en outre des cafeiers issus de croisements comme 
I’Arabusta, hybride tetrapiolde C. araMa x C. cane@ofa, ou le Catimor, C. umbicu 
vraissemblebiement naturellement introgresse par des genes de C. cunephom. 
La mise en place d’un conservatoire en champ est une solution relativement 
coûteuse car elle exige de grandes surfaces et un entretien continu (Charrier et 
Berthaud, 1990). De plus le maintien de telles collections au champ comporte de 
nombreux risques d’erreur humaine ou biociimatiques car le matertel vegetai reste 
expose à tous les risques inherents h la culture en conditions naturelles (attaques de 
predateurs, contaminations fongiques, aieas ciimattques). Aussi, pour plus de securite, 
face a cette lourdeur d’entretien d’autres systemes de conservation sont a i’etude. 
3. CONSERVATION DES GRAINES 
Plusieurs etudes ont cherche a ameiiorer le stockage des graines de cafeiers qui 
sont de courte viabiiite. Les semences stockees sans precaution particuiiere perdent 
leur powoir germinatif en quelques mois (Valio, 1976). 
Cependant quelques Btudes recentes ont montre la survie de graines de 
C. umbica apres dessiccation. Les essais reaiises par Becwar et a/. (1983) anaiysent le 
comportement de graines qui tolerent une dessiccation jusqu’b 8 % d’humidite par 
rapport au poids frais. Si eiles survivent ainsi deshydratees a une congeiation h - 80°C 
elles ne supportent pas le passage dans l’azote liquide. Par ailleurs, Roberts et 01. 
(1984) citent le cas de graines preaiabiement deshydratees a 9 % d’humidite. qui ont 
et& stockees pendant 6 mois a -20°C. Ils classent ainsi le cafeier parmi les especes 
ayant des graines au comportement orthodoxe. Pius recemment, les etudes faites par 
Eiiis et a/. (K?O), sur quatre cuitivars de C, umbku, leur permettent de conclure que 
les graines de cafeier ne seraient ni “recaicitrantesn ni “orthodoxes”, mais d’un type 
intermediaire. 
A cote de ces etudes expertmentales faites dans un but de preservation b long 
terme, les methodes de conservation couramment utilisees pour le stockage des 
semences (Van der Vossen, 1980) et (Couturon, 1980) permettent de conserver le 
powoir germinatif des graines au dessus de 90 %, pendant un ou deux ans selon les 
especes considerees, en les maintenant suffisamment hydratees. Cette technique 
permet une diffusion plus aisee du materiei actuellement en collection. Si les 
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&Changes de graines sont donc parfaitement realisables, la conservation des 
ressources genetiques cafei&es ne peut pas encore 8tre envisagee par le stockage 
des graines sur plusieurs annees. 
C. Cutture in vitro du cafhier 
Les premieres cultures in vitro de cafeier ont et6 r4alisees par Staritsky (19701, sur 
trois espaces : C. cane-, C. aTc3bjccI et C. //be&a. Cet auteur a note la formation 
de cals a croissance plus ou moins rapide selon les esp&es considerees. Le resultat 
le plus remarquable est l’obtention de cals embryogenes de C. carrep/wu, form& sur 
des fragments d’entre-noeuds mis en culture. Les embryons somatiques ~SOI& se sont 
d&elopp& en plantules. 
1. CAUOGENESE 
Plus tard, Monaco et ul. (1977) font une synthese des diverses voies’d’etudes 
suivies grace a la culture in vitro du cafbier. Les resultats obtenus concernent surtout la 
callogenese, developpee à partir de toutes sortes d’explants : tiges, feuilles, embryons, .< 
racines, antheres, et cela avec plusieurs esp&es. Sharp et CI/. (1973) soulignent en 
particulier que la multiplication des tissus par caliogen&e favon’se les variations du 
niveau de ploidie observees dans des cals de 6. u&Yca, qui sont alors selon leur 
evolution allot&raploides, dihaploïdes ou m6me haploides. 
Par ailleurs, ces cultures de tissus permettent aussi la production de m&abolites 
secondaires, ici de cafeine comme le montrent Frischknecht & Baumann (1980> avec 
des suspensions cellulaires de C. urablca. 
2. EMBRYOGENESE SOMATIQUE ’ 
Le plus souvent, les cals deviennent embryogenes, qu’ils soient issus de 
fragments de tige chez C. canep/wra (Staristky, 1970) ou d’Arabusta (Dublin, 19801, de 
feuilles chez le C. u~Nca (Hermann & Haas, 1975 ; SondahI & Sharp, 1979) ou d’ovule 
fhconde de C. canepNa (Lanaud, 1981). 
Les &udes menees se sont plutbt dirigees vers une comprehension puis une 
utilisation de I’embryogenese somatique que SondahI et a/. (1985) decrivent comme 
un systeme d’etude modele pour I’interpr&ation du ph&nom&ne. L’apparition des 
embryons se fait selon deux modalites differentes. Dans le premier cas, les embryons 
apparaissent directement sur l’expiant primaire a partir des cellules d’un cal cicatriciel 
et se forment en petit nombre, Dans le deuxieme cas, on induit la proliferation d’un 
cal a forte potentialite embryogene; on a là une embryogenèse indirecte atteignant 
un taux de multiplication tres important, Plusieurs especes de cafeiers ont ainsi éte 
utilisees, dont C. congensis, C. //BrIca, C, mcemosa, C. saWtix...(SondahI, 1978). Par la 
suite de nombreux travaux ont porte sur C. uroblca (Yasuda et a/., 1983). Et des taux 
de multiplication tres eleves ont conduit Staritsky & Van Hasselt (1981) à etudier les 
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possibilites d’une production de masse par embryogenése somatique de 
C. canephora en milieu liquide. Pour obtenir une multiplication intensive de certaines 
hybrides par embryogenese somatique, I’Arabusta (Dublin, 1980) et le Catimor Garcia 
& Menendez 1987) ont et6 aussi cultives In vitro. 
Tres recemment, Schopke et CI/. (1987) ont reussi la regeneration de plantuies 
issues de protoplastes de C. canephora isoles a partir d’embryons somatiques. Cette 
technique permet donc d’envisager la production de masse et la transformation. 
3. CULTURE D’EMBRYONS ZYGOTIQUES ISOLES 
La mise en culture in vitro d’embryons zygotiques de cafelers a et6 realisee avec 
suc& par I’equipe de Colonna des 1971 (Colonna et 0/.,1971). 
Actuellement la plupart des resultats proviennent de deux equipes de recherche. 
La premiere, dirigee par Colonna en France, en Afrique et a Madagascar et dont les 
travaux ont et6 publies dans les annees 70, a utilise le cafeier comme materiel 
d’etude du comportement en germination des graines recalcitrantes. Cette Aquipe a 
ensuite Wdle l’effet de la cafelne (Colonna, 1972), ajoutee dans le milieu de culture, 
sur l’embryon en germination. Ces travaux comme ceux de Rabechault et Cas (19731, 
se limitent a I’etude des premieres phases du developpement de l’embryon isole dans 
un tube, sans se preoccuper du devenir de la plantuie in vive La deuxieme Équipe, 
celle de Sondahl (Monaco et cr/. 1977 ; Sondahl & Sharp, 1979 ; Sondahl et a/., 19811, 
toujours active au Bresil et aux Etats-Unis, utilisant la culture in vftro dans un but plus 
applique, obtient des plantules viables de cafeier et sawe ainsi des genotypes 
interessants. Pour Sondahl, (SondahI & Loh, 1988) la methode se heurte aux seuls 
problemes techniques de l’extraction toujours delicate de l’embryon qu’il ne. faut pas 
blesser et de la selection de milieux adaptes à sa croissance, permettant son 
developpement en plantule. 
4. MULTIPLICATION PAR MICROBOUTURAGE 
D’autres equipes ont etudie les methodes de multiplication par microbouturage 
de tiges feuill6es de cafeier. Elles se heurtent toutes, en premier lieu, à un probleme 
majeur de desinfection du matertel adulte (noeuds preleves sur des fragments de 
tiges que l’on veut introduire in vitro (Sondahl & Nakamura. 1980 ; Custers, 1981 ; 
Berthouly et u/.,1988). La plupart d’entre-elles travaille sur differents cultivars de 
C. urobica que l’on desire multiplier a grande echelie grace aux techniques de 
propagation in vitro. Les taux de multiplication sont assez eleves. Pour C. uraf?ica var. 
Mundo novo, il est de 7.5 par noeud mis en culture au bout de six mois (Nakamura 
& Sondahl, 1981). La methode permet aussi la multiplication d’hybrides interspecifiques 
comme les C. cunephom x C. eugenioldes et C. congensis x C. eugentides (SondahI 
& Nakamura, 1980). D’autres equlpes se sont interessees à la culture des apex 
caulinaires, et ce, le plus sowent, dans un but de conservation du materiel V&&al 
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place en conditions in vitro. Les etudes ont porte sur- C. arcrbica (Kartha et ai., 1981 ; 
Zok 1985) et sur une descendance F2 d’un hybride interspecifique C, ura&a 
x C. canez (Aponte de Londono, 1981). 
Les etapes uiterieures d’enracinement et de sevrage ne posent generaiement 
pas de probiemes. La culture in vttro du cafeier est donc actuellement maîtrtsee pour 
les especes d’interet economique comme C. ura&o et C. canephora. 
III. CONCLUSIONS 
Sachant l’ampleur des trois principales collections en champ en Ethiopie, à 
Madagascar et en Cote d’ivoire, ii y a necessite de mettre au point d’autres 
methodes compiementaires de stockage du “germpiasmn des cafeiers. 
Les travaux de regeneration in vitro se deveioppent. lis portent principalement sur 
les deux especes cultivees. Cette source d’informations peut permettre la mise en 
culture des especes sauvages. 
Les etudes sur la conservation in vitro du cafeier sont encore rares. La Premiere 
etude reaiisee par i’equipe de Kartha (Kartha ef a/., 1981) a montre la possibiiite de ‘y 
maintenir in vitro des piantuies de deux cuitivars de C. urabicu. Le stockage des 
piantuies en vie ralentie a aussi 6% etudie sur des periodes de quelques mois, (Thlii, 
1984, Jouve et CI/., 1991). Augereau et ul. (1986) ont conserve sous huile des souches 
de C. urablco s&cttonnees pour leurs fortes teneurs en metaboiites secondaires. La 
Premiere cryoconservatton d’embryons somatiques de C. umbku (Bertrand-Desbrunais 
et a/., 1988) a et6 reprise avec une simpitficaffon de la technique clessereau “ef a/.. .- 
1990). 
L’objet de ce travail de these porte donc sur i’etude de la mise en conservation 
in vitro de nombreuses esp&es sauvages ou cultivees du genre Coffea. 
’ 
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CHAPITRE 2 
Matéciel et méthodes 

Matériel ef méthodes 
Cette 6tude se caracterise par la diversité du materiel vegetal utilisé. Nous 
disposons, en effet, des deux especes cultivees principales du genre Cor%~, mais 
aussi de nombreuses especes sawages, jamais etudiees en culture in vitro, et 
rkemment rassemblees, à l’issue de prospections, dans des collections de 
sauvegarde en champ. 
La mise en culture et l’entretien des souches Introduites in vitro, a demande la 
mise en oewre de nombreuses methodes differentes. Elles concernent l’isolement des 
embryons zygotlques, le microbouturage des tigelles et la cryoconservation des 
souches embryogenes. 
1. MATERIEL VEGETAL 
A. Espkes du genre Coffea utilishes dans cette &ude 
Les differentes especes de cafeiers utilisees sont presentees dans le tableau 1. 
Le materiel est identlf’ie par sa denomination officielle, le nom du cultivar pour les 
espèces selectionnees en cafeiculture et par les numérotations des collections 
d’origine. Nous avons aussi place en vis à vis les codes utilises dans les essais et 
représentes dans les figures. Nous indiquons le centre de recherche cafelere d’où 
provient I’echantillon et nous precisons, en outre, l’origine geographlque de la zone 
de prospection, permettant de situer l’espèce par rapport à l’aire de repartition du 
genre CO&CY. 
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Identification du matbriel Notation8 codees Origine 
. ESPECES dans les errals 
et 
Culttvarr souches uuvages flgUI.8 
Amphillo 
Caturra amarillo c 
c. arabka 
Kaffa K 
Moka de Tahiti M 
Mundo novo 
L Sarchimor I 
c. bertramli A. Chev. A5/HA 
AFI 8, AR 13, AR 15, 
AR2l,AR23, 
AR27,AR35b, 
AR4o,AR56, 
AR58 
Paya 
de prospection 
Ethiopie 
Madagascar 
RCA 
Congo 
RCIetGuinbe 
centre de recherche 
donneur 
Br6sil 
CIRAD-Montpellier 
CIR4DMontpellier 
CIFUUI-Montpellier 
BreSll 
Er6nll 
Collection de Man 
RCI 
Kianjavato - Madagascar 
Collection de Man - RCI 
Sélection IRCC 
Callection db Diva - RCI 
ESPECES 
c. umgensis Froehner 
C dolbhopfyfla J.F. Ler. 
C. dubaaffi Jumelle 
C. errgenbtis Moore 
Identification Notatlons cod6er Origine 
du matériel dans les ersalr . 
et Centre de recherche 
(Souche8 sauvages) figures Pays de prospection donneur 
03729 04 
03772 Dl 
03600 03 Cameroun Collection de Diva - RCI 
03966 02 
03A RCA 
A206/E 
A36 Madagascar 
Al6 Atrique de l’est Kianjavato - Madagascar , 
Collection de Diva - RCI 
Arabusta- A l I IRCC - Montpellier 
B. Description du mat&iel vhgetal 
Dans cette etude nous avons introduit en conditions in vitro du mat&lel 
provenant des collections vivantes en champ. Quelques souches supplementaires nous 
ont 6% fournies en tube par le CIRAD. Les differents essais ont donc porte sur toute 
une diversite de materiel vegetal : graines, fruits, embryons, noeuds de tige 
orthotropes, pour le materiel mis en culture; microboutures et souches embryogenes, 
pour le materiel in vitro. 
1. MATERIEL PROVENANT DE COLlECTIONS EN CHAMP 
Pour les mises en culture, nous avons reçu, en provenance directe des 
collections en champs des graines sechees entourees de leur endocarpe sclereux (en 
porche), des fruits verts immatures et des tiges orthotropes. 
Figure 1 : Fruit à maturite 
a) Gmlnes 
Pour C. arafka, qui est autogame preferentiel, la descendance issue d’une 
mQme origine peut Btre consideree comme fixee lorsque l’on part d’une lignee 
identifiee, ou d’une vari&&lign&e, surtout si elle est reconduite par autofecondation. 
Mais ii ne faut pas sous-estimer la part d’heterozygotie residuelle trow&e dans le 
materiel sawage d’Ethiopie (Charrier, 1978b; Reynier et a/, 1978). Les autres especes 
de cafeiers, cultives ou spontanes, sont allogames. Le prelevement des echantillons 
de graines se falt donc soit reparti equitablement sur l‘ensemble des arbres d’une 
meme origine (en prelevant par exemple, une graine par arbre, l’ensemble des 
genotypes nous donne alors une image de la population), soit en prelevant tous les 
echantillons sur un mQme arbre avec fecondatlon libre, on a donc, dans ce cas, une 
descendance de demi-freres. 
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(1) Description du fruit a maturtte 
Le fruit (Figure 1) est une drupe ovoïde, communement appelee cerise, le plus 
sowent rouge b maturite. Elle renferme deux graines, appelles feves dans !e langage 
commun, accolees par leur face plane. Elles sont entourees successivement d’un 
mesocarpe charnu (pulpe) et d’un exocarpe (peau coloree). A l’interleur du fruit, la 
graine est protegee par un endocarpe scIereux, le parche. Elle est ellsmeme 
entouree d’un tegument seminal, la pellicule argentee des feves mûres. La graine est 
constituee en majeure partie par un albumen corne. lnserant l’embryon entre ses deux 
feuillets (Figure 2). L’embryon dlfferencie est forme de deux cotyledons cordiformes et 
d’un hypocotyle cylindrique avec a son extremite le pale radiculaire oriente vers la 
face plane de la graine. Pour les especes spontanees, la taille des fruits varie 
beaucoup. Elle s’echelonne de 0.8 cm pour C. S~&/&?KI à 2 cm pour C. Ii~&c~ La 
taille des embryons varle de meme en consequence de 2 a 5 mm. 
Figure 2 : Graine à matutite 
Dans certains cas, on trowe plusieurs embryons correctement formes dans la 
mQme graine. La polyembryonie spontanee est plus ou moins frequente (1 ‘/oo à 
1 “/OI selon les especes. Elle a 6% decrlte par Mendes (1944) qui l’a Observ&e chez 
C. arobka, C. cane@ora, C. liberica et un hybride C. u~Wca x C. cunephom. Certains 
de ces embryons sumumeraires sont haploTdes comme Dublin et Parvais l’ont 
remarque chez C. cane@ora (1975) et chez C. ambka (1976). Leur sawetage par 
greffage (Couturon, 1982) a permis d’obtenir (Couturon et Berthaud, 1983X apres 
diploidisation par la colchicine, des plantes de C. cunephom diploïdes et 
homozygotes. 
(2) Evolution de la graine entre la fecondation et la maturlte du fruit 
. La periode qui s’ecoule entre la fecondation et la maturite des fruits est 
dependante de I’espece et du genotype. Elle est de six a sept mois pour C. umbku, 
mais peut s’allonger jusqu’à douze mois pour d’autres especes comme C. libericcl ou 
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se reduire à deux mois pour C. sakura/x~e. Cette evolution a et& decrite en detaii 
Mendes (1944) pour C, arobica et par Moens (1964) pour C. cunephora. 
EVOLUTION 
par 
Figure 3 : Schema descriptif de I’evolution du fruit de la floraison à sa mat&&, avec 
l’état de differenciation de l’embryon correspondant a chaque Hope. 
Dans le cas du C. cane@wa (Moens, 19641, quatre à cinq mois apres la 
fécondation, les embryons atteignent leur taille d&initive, ils se differencient dans 
l’albumen encore liquide (figure 3). Au sixieme mois, l’albumen devient pateux et 
commence a durcir, mais l’embryon est deja viable, totalement differencie, bien que 
la graine soit encore immature. L’aspect exterieur du fruit reste semblable du troisieme 
au cinquieme mois, pendant que I’organogenese embryonnaire evolue. A maturite, 
l’albumen est corne et les drupes sont colorées. 
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(3) Mot&te1 préleve 
(a) Groines immatures 
Les fruits immatures sont preleves dans la collection de la station de recherche 
caf&ere de Divo (Cote d’ivoire), cinq mois environ apres la floraison, en fonction de 
I’espbce consldéree. L’albumen n’est pas encore completement corne ce qui facilite 
l’extraction de l’embryon. 
A ce stade, la mise en culture doit intervenir dans les plus brefs delais car la 
duree de conservation ne depasse pas la semaine. Les baies se dessechent si elles 
sont stockees 0 l’air libre, ou sont rapidement envahies par des moisissures si elles sont 
laissees en conditions humides. 
SI tous les fruits preleves ont apparemment meme taille et m6me couleur, I’etat 
physiologique de l’embryon est tres variable. Nous avons ainsi reçu des lots à 
albumen translucide où l’embryon n’etalt pas encore completement developpe 
(Incapable de germer dans nos conditions). Par ailleurs, selon les salsons, les lots de 
cerises vertes contiennent un pourcentage, plus ou moins Qleve, de graines à loges 
vides (sans albumen et sans embryon). Ces graines anormales tombent habituellement 
pendant les derniers mois de la maturation du fruit et ne se retrowent que rarement 
dans les lots de graines matures. L’introduction in vitro d’un echantillon moyen de 
24 embryons par exp&tence et par esp&e, demande parfois la preparation en 
desinfection d’une quantlte de cerises tres importante (trois a quatre fois plus), du fait 
de l’h&&og&Wte des lots, 
(b) Gtuines matues 
Nous recevons les graines en porche. Les drupes recoltees a maturite ont subi 
dépulpage, fermentation et rinçage. Selon leur provenance, elles sont ensuite 
soumises à des traltements dlfferents. 
Pour les origines malgaches, les graines ont subi la preparation classique des 
semences. Une fols en porche, elles sont mises à secher à l’ombre et pewent etre 
utilisees lmmediatement ou au plus tard dans un delai de trois mois apres la recolte. 
En fait, les lots mis à notre disposition avalent &e r&zoltes depuis pres de six mois et 
pour certains, le powoir germinatif Hait nul. 
Par contre, les graines provenant de la station de Man (Cote d’ivoire) sont issues 
de lots mis en consen/ation selon une methode mise au point par Co&ron (1980) 
pour le C. ambica que l’on conserve ainsi pendant deux ans. Les graines subissent 
une deshydratation partielle et passent de 60 % de teneur en eau a la recolte, a 
40 %. Elles sont ensuite stockees dans des enceintes climati&es à 19°C avec une 
atmosph&e Satur&e en eau, apres avoir et& melang&es avec du charbon de bois 
pulverise qui limite le developpement des moisissures (Bouharmont, 1971). 
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Ma@rie1 et méthodes 
b) Axes v&&tifs 
Les rameaux fournis sont des tiges orthotropes fom-rees par les trois ou quatre 
derniers entrenoeuds de l’année. Elles sont vertes et souples (C. urablco), la tige 
n’étant pas encore aoûté. \ 
E&. bl, b2. b3.w 
Figure 4 : Schéma des ramifications et des bourgeons axillaires de C. canephora Pierre 
d’après Moens (1961) 
Les essais ont éte realises sur du matériel de provenances très differentes : 
certains rameaux ont éte préleves sur des plantes élevees en serre en France, les 
autres proviennent directement d’Afrique. Nous avons utilisé des jeunes rameaux de 
C. urakka varieté “Caturra amarillo”, preleves lors du recépage, sur des plants de 
trois a cinq ans, cultives dans les serres de I’IRCC du CIRAD à Montpellier. Nous avons 
aussi reçu des tiges de I’annee, prelevées sur des souches de C. canepI?ofa, dans le 
parc à bois de Divo en Cote d’ivoire. Ces rameaux orthotropes servent ordinairement 
au bouturage de I’espece (Capot, 1966). Nous utilisons ici cinq clones qui sont 
respectivement : IF 107, IF 126, IF 182, IF 197 et IF 461, 
2. MATERIEL DEJA EN CULTURE IN VITRO 
a) Microboutures 
Les microboutures sont des tiges orthotropes de deux ou trois noeuds. Au 
moment du repiquage, on conserve, aux deux noeuds superieurs, la paire de feuilles 
entières alors que les feuilles du noeud basa1 sont sectionnées au niveau de leur 
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pettole. Apres le repiquage la hauteur de chaque microbouture est alors de un à 
deux cm. 
(1) Issues de germination 
Quand l’embryon zygotique a germe, on sectionne I’hypocotyle pour eliminer la 
radicule et l’on repique la partie caulinaire sur un milieu de bouturage. L’apex 
caulinaire principal du noeud cotyledonnalre se developpe et donne naissance a une 
tigelle f8Uillee. 
(2) issues du debourrement de nO8UdS mis en culture 
La mis8 en CUltW8 de noeuds de tig8S OrtiiOtrOpeS permet 18 deV8lOpp8ment 
des bourgeons s&ies latents qui se trouvent au dessus du p&iole, a l’aisselle des 
feuilles. L8S ttg8ll8S fOrme8S S’OilOng8nt 18s Un8S OpreS 18s Outres 8t Sont prei8Ve8S des 
qu’elles atteignent deux cm 8nviron. Elles Sont de deux types (Moens, 1963) : des axes 
plaglotropes (un par demi-noeud), qui se reconnaissent par la torsion des pettoles et 
des feuilles, 8t d8S axes 0rthOtrOp8~ (trois à cinq par demi-noeud), portant des feuilles 
OppOSeeS deCuSSe8S (Figure 4). On ne conserve que 18s tiges orthotropes. 
Trois lots d8 microboutures proviennent du CIRAD : un lot d’Arabusta forme par 
des expiants assez vigoureux qui ont et6 mis en culture depuis longtemps et 
maintenus en croissance ralentie d8pUiS un an d 18°C; deux cultivars d8 C. ambica 
(Moka de Tahiti et Kaffa), formes d’8XplOntS aux tigelles fretes et aux entrenO8UdS 
coufts. 
(1) Origine des souches CUltiveeS 
L8S COlS embryogenes d8 C. afatica cv. CCttUrW OmOIillO, prOV8nOnt d’8XplOntS 
foliaires cedes par le CIRAD, sont repiques sur un milieu de differenciation (Dublin, 
1984). Sur ce milieu, les embryons se developpent peu ou tres rarement en plantules. 
Par contre, on ObS8tW d8S embryons blanc-nacre. qui apparaissent par neoformation 
(embryOg8neS8 secondaire) sur des embryons de la premier8 generatton, qui Sont 
alors devenus beiges, boursouffl& et difformes, 
L’embryogenese apparait aussi sur des cals bruns formes sur I’hypocotyle des 
embryons zygotiques en germination. C8S COlS se deVelOpp8nt d 10 Suite de 
microblessures provoquees lors de I’extractton de l’embryon. Ils se situent le plus 
SOUVent 18 long d8 I’hypocotyle 8t à sa baS8, au point d’insertion des rOCin8S. 
Avec I’Arabusta, les embryons somatiques se forment frequemment le long des 
sections des feuilles des microboutur8s qui Sont au contact avec 10 gelose ou bien à 
10 bas8 m6m8 d8 .I’8XplOnt. II s’agit Id d’un8 8mbryOg8neS8 ndir8ctew. L’obtention 
d’embryon est tres rapide (un mois), Ils se dev8lOppent le pius souvent en plantules; 
I’embryogen&e S8COndOir8 est peu frequente, d’où un taux de multiplication assez 
faible. 
A la base de certaines tigelles nous avons observe la formation d’embryons 
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somatiques, au bout de cinq b six mois de culture Les cals cicatriciels porteurs 
entretiennent la proliferatlon des souches formees. Parmi les souches ainsi etablies 
nous avons utilise pour C. canep~ora, le clone IF KM4, dans une etude sur la 
cryoconservatlon. 
(2) Croissance et developpement des embryons somatiques cultives sur le milieu 
standard 
En conditions standard, dans les premiers jours qui suivent le repiquage 
d’entretien des cultures sur le milieu standard à 0,l M de saccharose, tous les 
embryons augmentent de taille. Les globulaires restent blancs alors que ceux qui sont 
dejd bien differencies verdissent à la lumiere. Apres quinze jours de culture, des 
neoformations embryogenes blanc-nacre apparaissent sur les embryons dejd 
developpes, et ce de preference, dans la region du pale radiculaire. Avec I’evolution 
des cultures, certains embryons se developpent en plantule alors que d’autres, 
bloques dans leur differenciatlon. deviennent, avec le temps, support d’une 
embryogenese secondaire. 
Dans cette etude, de nombreuses especes du genre CoISa sont comparees 
pour leur germination, leur comportement en microbouturage, pour I’embryogenese 
somatique ou la cryoconservation (tableau 2). 
Tableau 2 : Especes utlllsees dans les differents essais de I’etude 
c. amhka 
hbllsta 
c. oanspbm 
C. aqpnsis 
c. libsrios 
c. raosIm8a 
c.p8sudow?glia~ 
c. 8888iimom 
C. eugm&idm 
C. humbbiiana 
C. kiwsnsis 
c. 8mnophy/la 
Esp. malgaches 
Introduction in vim, Comportsment Embryogsnése 
Graines Graines AKOS on micfobotirags Cfyooonsewation 
maturn immaturo8 v6g6tatifs somatique 
X X X X X X 
X X 
X X X X X X 
X X X X 
X X X X 
X X 
X X 
X X 
X 
X 
X 
X 
X 
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Matériel et m.t%hodss 
II. METHODES 
A. Les milieux de culture 
1. COMPOSITION 
Les milieux utllis& sont constitués : 
- d’une solution min8rale compose8 de macro+l8ments, d’oligo-&8ments et de fer 
sous forme ch8latee (FeNa-EDTA). La solution min8rale utilis8e dans la majorlte des 
expériences est celle de Murashige & Skoog (1962). Nous avons aussi compare 
d’autres solutions min&ales dans les essais sur la germination (Gamborg et ul., 
1968; Heller, 1953). Leur composition est donn88 en annexe A. 
- de vitamines et autres substances organiques telles que la L-cysteine (antloxydant) 
dans les essais sur le d8veloppement de l’embryon, ou de l’extrait de malt pour 
l’entretien d8S SOUCh8S embryogenes. Le melange de vitamines pr8conls8 par 
More1 & W8kYrOr8 (1951) a 8t8 utilise av8c l8S 8l8m8ntS min&Oux de Murashige & 
Skoog (1962). Pour les exp&iences sur le developpement de l’embryon, nous avons 
aussi utilis8 ceux de Gamborg et a/. (1968) et de Colonna (1971). Les compositions 
d8S differents complexes sont donnees en annexe B. 
- d’un hydrate d8 carbone : le saccharose (disaccharlde). 
- dans certains cas de r8gulateurs de croissance (AL% AlB ou BAR) seuls ou en 
combinaison, variable selon les &ud8S et precls88 dans le texte pour chaque 
8Xp&i8nC8. 
- d’eau d8siOniS88 par passage sur des resines 8changeuses d’ions ‘du syst8me 
“MillipOr8”. 
- d’un agent g8lifiant pour les milieux solides : 65 g.1“ d’agar (A-7002 - Sigma) dans 
10 mOjOrit8 des milieux ou 2 g.1“ d8 Gel-Rite@. 
C8S deux COmpOS& sont d’origine naturelle. Le Gel-Rite@, extrait d’une batterie 
@cxfefkim pswdomono s ewea) qui vit en association av8c I’elodee du Canada 
(plante aquatique), est forme de tetrasaccharldes, de C8llObiOS8, de glUCOrOnOt8 de 
potasslum et d8 rhamnose. L’agar lui, extrait d’une algue rouge marine, est constitu8 
de polygalacturonate partiellement sulfate, et de polygalactane couramment appel6 
agarose. Ses proprl&& physiques et chimiques sont en pOrH8 fonction de l’origine et 
de la nature des algues, comme d8 la methode d’extraction Gherer, 1987). 
2. STERIUSATION 
Le pH des milieux est ajuste à 5.6 av8c de l’acide chlorhydrique ou de 10 soude 
dectnormaux avant l’adjonction d’agar ou de Gel-Rite@ pour les milieux solides. Les 
milieux sont ensuite repartis dans des tubes ou des flacons avant leur st8rilisatton qui 
necessite un autoclavage a 115°C pendant 20 mn. 
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B. Protocoles expbrimentaux 
1. DEVELOPPEMENT IN VITRO DES EMBRYONS ISOLES 
Les differentes étapes du protocole (Figure 5) sont precisees dans l’annexe C. 
CULTURE D’EMBRYONS 
6 
4 
Figure 5 : Protocole de mise en culture d’embryons zygotiques de Cafei8r 
L’8mbfyOn est inclus dans l’ovaire et donc enferme dans un environnement 
sterile. Dans la mesure où les enveloppes de la graine ne sont ni deteriOre8S ni 
contaminees, la désinfection directe d8 I’8mbryOn n’est pas necessaire. Dans notre 
etude nous nous limitons donc d la desinfectlon de la grain8 &Ch8 ou de la drupe 
(fruit vert immature), 
a) DWnfecfIon des graines 
La pr&XNatiOn des graines matures demande, au prealable, d’enlever 
l’endocarpe sclereux à la main (deparchage). Le tegument seminal (pellicule 
argent481 s’elimlne ensuite tout seul pendant I’agltatton. Puis, pour les CenSeS vertes 
comme pour les graines seches deparchees, les echantillons sont laves à l’eau 
courant8 pendant dix minutes. 
La sterllisation se fait en utilisant une solution aqueuse d’i-lypochlorite de Sodium 
à 12.5 % de Chlore actif, en preparation du commerce. On rajout8 quelques gOUh8S 
de tw88n 80, un agent mouillant qui abaisse la tension superficielle a la surface des 
graines et permet ainsi un meilleur contact du desinfectant. 
Les graines, une fois plongees dans la solution. sont agitees mécaniquement 
56 
pendant dix minutes, à 150 rpm. On realise ensuite un vide partiel pendant cinq 
minutes, ce qui permet d’éliminer les bulles d’air et d’améliorer encore l’action du 
désinfectant. Les graines sont remises en agitation pendant cinq minutes. Enfin, on 
rince trois fois à l’eau sterile, sous la hotte a flux laminaire, pendant respectivement : 
deux cinq et quinze minutes. 
Pour les graines seches, la réhydratation se fait dans une quatrieme eau sterile, 
en repartlssant le lot dans plusieurs boites de Petri. Car maigre la st&ilisation chimique 
poussee, il peut encore rester, des germes infectieux sur quelques graines et des 
infections generalisees ulterieures peuvent survenir. En effet, si on laisse l’ensemble des 
graines baigner dans leur demiere eau de rinçage, tout le lot peut se contaminer 
pendant les 24 heures que dure I’imbibitlon (SondahI et a/., 1984). 
b) Extmctbn de I’embwn 
Dans la plupart des cas, l’embryon, in&& entre deux feuillets de l’albumen, est 
bien visible par transparence, directement pour les graines immatures, et apres 
I’imblbition, pour les graines seches. 
L’extraction se fait en conditions steriles, sous hotte à flux laminaire. Les 
instruments (pinces et scalpels) sont sterilises à l’alcool à 96’, puis flambes entre 
chaque graine. La graine Mont maintenue à l’aide de pinces, sillon vers le bas, on 
effectue, au moyen d’un scalpel, tout autour de l’embryon, des incisions dans 
l’albumen. On decoupe une fenetre dans le feuillet superleur que l’on souleve. 
L’embryon, alors decouvert, repose sur le feuillet Inferteur auquel il adhere relativement 
peu, sauf parfois par les cotyledons. L’embryon doit alors Atre degage tres ,-:, 
delicatement à la pointe du scalpel. II est aussitot depose, à plat sur le milieu dans un 
tube (figure 5). 
c) Echantllbns 
Seloir les essais et la disponibilite en graines, les &hantlHons contiennent 20 à 30 
embryons Isoles par origine et par condition d’etude. 
d) NoMons 
Les caracteres observes portent sur les differentes etapes qui decrlvent le 
deroulement du developpement de l’embryon In vitro. On note donc : 
. Les embryons qui sont encore, au moment de l’observation, au tout debut du 
fonctionnement de I’apex radiculaire, avec I’extremite de la radicule qui devient 
fuslforme. 
I L’allongement du pivot radiculaire. 
. Les formations pluriradlculaires resultant de neoformatlons d’apex radiculaires a la 
base de I’hypocotyie, signe d’une forte activlte d’induction de meristemes 
radiculaires. 
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, L’ouverture des cotyledons qui s’ecartent, laissant apparaître le bourgeon apical. 
. L’elongatlon de i’hypocotyle qui permet le redressement des embryons. 
, La formation de cals cicatriciels sur I’hypocotyle, à la suite de blessures faites 
pendant l’extraction. Par la suite, certains d’entre eux proiiferent en envahissant le 
tube, d’autres deviennent embryogenes. 
. La necrose de i’apex radiculaire qui apparaît parfois apres I’emergence de la 
radicule et qui stoppe par là-meme, toute activite du pale radiculaire. 
. L’absence de developpement qui s’observe soit a cause d’un milieu Inadapte a 
l’embryon isole et mis en culture, soit quand l’embryon, lui-meme, est incapable de 
germer, qu’il ne soit pas assez mature ou qu’il ait perdu s!zn pouvoir germinatif. 
Pour les premiers essais de comparaison entre les milieux, les resultats sont 
donnes en pourcentage de caracteres observes apres un mois, sur l’ensemble des 
embryons mis en culture. 
Pour les essais comparatifs des milieux Mi7, Mi8 et Mi9, nous ne conslderons que 
la demiere etape du developpement, quand l’embryon, devenu plantule, est redresse 
et enracine. Les resultats sont exprimes ici par le pourcentage de piantules. 
deveioppees, aptes a former des microboutures, par rapport à l’ensemble des 
embryons mis 0 germer. 
2. INTRODUCTION IN VITRO PAR BOUTURE DE NOEUD DE TIGE ORTHOTROPE 
a) D&lnfectkm des expbnts 
Les tiges sont debarrassees de leurs feuilles et sont secttonnees pour isoler les 
noeuds. Chaque explant primaire comporte un noeud avec, de part et d’autre, une 
portion de tige faisant environ 1 cm au-dessus et 3 cm au-dessous. Ceux-ci subissent 
alors trois desinfections successtves : 
- Une desinfection superflcieiie au cours de laquelle les explants sont la& B l’eau 
courante additionnee de quelques gouttes de detergeant du commerce 
contenant un agent mouillant (Teepol) puis trempés 3 mn dans de l’alcool a 70°, 
et enfln rinces B l’eau distiii6e. 
- La deuxieme desinfection, plus efficace, est realisee en plongeant les noeuds 
dans une solution d’hypochlorîte de calcium à 10 %, pendant 30 mn, sous vide 
parHel. Apres trols rinçages à l’eau sterlie, on rafraîchit la section de la tige et 
celle des pettoles, en enlevant un demi-centlm&re environ. La troisieme 
desinfection est realisee ensuite par un trempage de 20 mn dans une solution 
d’hypochlorite de calcium d 6 %. Les explants sont alors, de nouveau, rinces trois 
fois, a l’eau sterlle, sous la hotte a flux laminaire. I 
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Mrztériel et tithodes 
b) Mlse en culture 
Le milieu de mise en culture est le milieu Mil6 contenant 1 mg.Ï’ de BAP, selon 
la technique preconisée par Dublin (1981). Les explants primaires sont places dans des 
tubes en respectant la polarité de la tige. Au bout de cinq semaines de. culture, ils 
sont clivés longitudinalement, ce qui permet de séparer les deux groupes de 
bourgeons sériés, opposés de part et d’autre de la tige. Chaque demi-tige est alors 
couchee de telle sorte que la section soit en contact avec le milieu. Cette méthode 
permet un meilleur développement des freles tigelles issues des bourgeons latents. 
CI Echantillons 
Pour chacun des deux premiers essais realisés à partir de tiges feuillees du cv. 
“Caturra amarillo” de C. arahka, après découpage des tiges reçues, 60 noeuds isolés 
ont éte mis en culture. 
Pour l’essai réalise avec les C. canephora, en provenance directe d’Afrique, nous 
avons isolé 24 noeuds pour chacun des 5 clones. 
3. MICROPROPAGATION DE TIGELLES ORTHOTROPES 
a) Techniques de mlcrobouturaga 
Au moment du repiquage (transfert du matériel vegétal sur un milieu frais), les 
microboutures sont decoupees sous la hotte dans des boîtes de Petri stertles. On 
supprime, tout d’abord, le cal eventuel de la base de I’explant. La tigelle est ensuite 
decoupee par segments de 2 a 3 entre-noeuds (Figure 6). Les tigelles, issues du 
debourrement des bourgeons axillaires, sont séparees de la tige principale dès 
qu’elles ont atteint 2 cm environ. 
3 4 
MICROPROPAGATION 
4 : D~~e~o~~smenf des ligelIes 
Figure 6 : Representation schématique de la technique de multiplication végetattve 
des plantules de caféier 
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M-1 et nl4modes 
Dans le cas particulier des plantules developpées à partir des embryons 
zygotiques mis en culture (Figure 61, au premier repiquage on sectionne seulement la 
radicule, et au deuxieme repiquage on decoupe la plantule en trois segments. Le 
premier segment (type A) est forme de I’apex avec un ou deux noeuds sous-jacents. 
Le deuxieme <type B) est une section de la tigelle orthotrope comprenant le plus 
souvent deux noeuds. Le troisleme (type C) est le noeud cotyledonnaire. Celui-ci 
n’&ant repique qu’une seule fols, nous n’avons par la sulte que des microboutures de 
type A ou 8. 
b) Entretien de k cdlectkn 
La collection de microboutures est regulierement repiquee dans des flacons de 
Colas (120 ml), contenant chacun 20 ml de milieu standard de repiquage. On place, 
selon I’espbce, 3 à 6 explants dans chaque flacon. 
Dans les essais sur le comportement, les tigelles etudiees ont toutes leur apex 
(type A) et sont en phase de croissance. Au debut de chaque etude, les 
microboutures sont formees de 2 a 3 noeuds et porte 1 ou 2 paires de feuilles 
développees. Leur taille varie alors de 1 a 1,s cm. 
d) NotaMons 
Pour les essais de conservation à moyen terme, on note le taux de survie. 
Les autres observations portent sur le comportement des microboutures, plac6es 
dans les differentes conditions etudiees, les differentes formes des activites 
m&istematiques caulinaire, radiculaire ou indifferenciee (dans le cas de la 
callogenese). On note donc : 
. La croissance par la mesure de la taille des tigelles principales, repartie en trois 
classes : 
- 0 - 2 cm pour celles qui ne presentent pas de croissance 
- 2 - 4 et 4 - 8 cm, classes de microboutures qui se sont allongees et ont 
développe de nouvelles paires de feuilles. 
. Le dbbourrement des bourgeons axillaires qui est not4 soit par le nombre de 
bourgeons apparus, soit par le nombre de mlcroboutures presentant ce 
phenomene, 
. Le developpement des bourgeons axiliaires en tigelles qui s’allongent, ce qui 
entraîne une multiplication du nombre d’apex par tube. 
. La proliferation des bourgeons axillaires formant un “balai de sorci&ew. 
. Le jaunissement et la chute de la paire foliaire basale. 
. La nécrose de I’apex principal. 
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. L’enracinement de 10 microbouture. 
s La prb8nC8 de Cal a 10 bas8 de ia miCrObOUtUr8. 
. Le bourgeonnement adventlf sur cal. 
. L’embQ’Og8neS8 Odventiv8 Sur 18 Coi CiCatriCiel 
Les r&ultats sont donnes le plus sowent en pourcentage d8 caract&es 
observes par rapport à l’ensemble d8S microboutures au moment d8 la mise en 
plOC8 d8 l’8SSOi. C8p8ndOnt. dans 18 cas d8S &udes sur 18 COmpOrt8m8nt en 
conservation a moyen terme, certains r8sultats Sont donnes en pOurC8ntOg8 de 
caracteres observ8s par rapport à la quantit6 de microboutures SurvivOnt8S, au 
moment d8 10 mesure. 
4. ACCUMATATION 
L’acclimatation en serre, puis la sorti8 en p8plnier8, sont les suites logiques du 
POSSClge t8mpOrOir8 8n Culture in v/tro de C8S diff&enteS 8SpeC8S de COfei8rS. 
a) Inductbn raclhalre 
La pr8paration a la sorti8 du tub8 necessite une induction racinaire. Celle-ci est 
realis88 sur la microbouture, debaNJSS88 de son 8ventuel cal basa1 comme d8S ses 
racines fOWr&eS in Vnro. par un trempage de 10 bas8 de la tige, pendant 24 heures, 
dans une solution d’AlB à SO mg.Ï’ (250 pM), à I’obscurlte et en conditions non 
St&il8S. 
L8S tig8ll8S sont directement placees en serre tropicalise8 humide. dans des 
t8lTin8S remplies de Sable de riviere 8t 63COW8ti8S par des Cloches de “Pl8XiglaS”, C8 
qui permet d’obtenir un tOuX d’hygrom&rie tr& 818~6. 
Pendant les quinze premiers jours, l’OirOSOg8 se fait à l’eau Permut&e. Par la 
Suite, on OppOn8 progressivement une Solution nutritive diluee. &reS ‘deux mois, 18s 
boutures, alors enracinees, sont transplantees dans un melOng terreou / sable 
(2/3 ; 1/3). Elles sont maintenues ainsi dans une serre tropicalis88, avec une autre 
transplantation apres s& mois, jusqu’à leur sortie en p8piniere. 
5. CRYOCONSERVATION 
a) EntretIen des souches etnbfyt3g6nes 
LeS CultUr8s d8 cals 8mbryOgen8S Sont 8&8t8nU8S sur 18 milieu standard à 0,l M 
de SOCChOrOS8, preconise par Dublin (f984), 
b) Pr&8m8nt des embryons somatiqu8s 
Les embryons blanonacr8, utilis& dans ces 6tudes. sont au stade globulaire 
(d’un diOm&r8 de 100 à 300 firn environ) et r8group8s en massifs a la surface du cal 
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embryogene brun. Pour la preculture, les plus gros (300 pm> sont isoles les uns des 
autres, alors que les plus petits restent agglomeres entre eux. 
ICONGELAIION 
Figure 7 : Representatton schematique du cycle de cryoconsewation 
Le procede utilise s’inspire de celui preconise par Dereuddre et a/. (1987) (Figure 7). 
(1) Pretraitement 
(a) Pt6culture 
Les embryons sont places, en boîtes de Petri, sur un milieu a concentration 
elevee en saccharose, pendant 24 heures à 27°C. 
(b) Traitement ctyoprotecteur au dim6thylsulfaxyt3e (DMSO) (en fonction des essais) 
Les embryons sont mis en suspenslon b 20°C dans un tube conique 
contenant 5 ml de milieu liquide de meme concentration en saccharose que 
celui de la preculture. Ensuite, une quantité egale de la solution enrichie en 
saccharose avec une concentration en DMSO du double de la concentration 
finale, est Vers&e progressivement dans le premier milieu. Le melange se fait à 
raison de l’apport de 0.5 ml du milieu enrichi en DMSO. toutes les 3 mn et cela 
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dix fois en une demi-heure. L’incubation, qui dure alors 2 h a 20X, est realisee 
apres transfert dans des ampoules cryobiologiques contenant, outre les 
echantiilons, 1 mi de ce milieu cryoprotecteur. 
(c) /?efrddlssement 
i) Refroidissement lent 
Les echantillons sont progressivement refroidis de OS°C.mn-‘, en utilisant un 
congelateur programmable (type Minicool, commercialise par l’Air Liquide), des 
20°C de la temperature d’incubation jusqu’a -40°C. 
ii> Induction de la cristallisation 
Apres un premier refroidissement jusqu’à une temperature proche du 
point de cristallisation du milieu (-1 l°C pour une solution contenant 0,75 M de 
saccharose et 5 % de DMSO), la cristallisation est provoquee avec des pinces 
prealabtement refroidies dans de l’azote liquide. Cette technique favorise la 
cristallisation de l’eau libre extra-cellulaire dans le milieu de suspension et &Vite 
ainsi la formation de microcristaux dans les tissus en congelation. Elle permet 
surtout une standardisation des conditions. 
iii) Congelation dans l’azote liquide 
La temperature de -40°C etant atteinte, on attend 30 mn avant de plonger 
les ampoules directement dans l’azote liquide, où elles sont stockees pendant 
au moins une heure. La temperature de l’azote liquide (-196OC) est atteinte en 
moins d’une minute. 
(cl) Rdchauftement 
Le rechauffement rapide est realise, en 2 minutes, en plongeant directement :I 
les ampoules dans un bain thermostat& à 40°C. 
(e) PosCtmiten7ent 
Les embryons sont transferes sur le meme milieu solide que celui de la 
preculiure. Ils sont ensuite repiques les jours suivants, par intervalle de 24 heures, sur 
des milieux dont la concentration en saccharose est abaissee progressivement 
jusqu’a 0,l M; soit, par exemple, OS; 0,3 et 0,l M pour une concentration en 
preculture de 0,75 M. 
d) NotafIons 
Les resultats sont exprimes par le taux de reprise de I’embryogenese adventlve. 
Celle-ci est donnee par la proportion d’embryons traites pour lesquels on a observe 
une reprise de la proliferation. 
e) Etude hktologkye 
Des examens histologiques ont ete effectues tout au long du processus de 
l’essai de cryoconservation de la souche E2 de C. cunephom. 
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Le prelevement des quatre lots d’echantillons s’echelonne tout au long de 
l’expérience soit : au debut de l’essai sur des cals en prollferatlon, en fln du 
pretroitement, juste apres le rechauffement et ensuite pendant la reprise de 
I’embryogenese, trois semaines apres le rechauffement. 
Les echantillons sont fixes, deshydrates, impr6gnes et flnaiement Inclus dans de 
la résine epoxy, qui permet de faire des coupes seml-fines, Ici, de 2,s prn d’epaisseur. 
Le protocole detaille est donne en annexe E. 
L’etude histologique des coupes est faite gr&e à quatre colorations : 
- Le bleu de toluidlne, coloration m&achromatique generale des tissus. Elle 
permet une etude histologique en distinguant la taille des noyaux par rapport 
aux cellules, l’actlvlte des nucleoles ” slores en Meu fonce, des parois 
cellulaires et du cytoplasme rose et bleu pile. 
- Le P A S, coloration generale des tissus qui met en evidence les 
polysaccharides (parois, amidon) en rouge. 
- L’hematoxytlne de Regaud coloration en gris noir, speclfique de la chromatine, 
du nucleole et du cytoplasme. 
- L’aniline blueblack pour une coloration speclfique des substances protelques, 
en bleu-noir. 
C. Conditions expeiimentales 
1. CONDITIONS DE CULTURE STANDARD 
- Tubs 
Les explants sont places dans des tubes de verre borosilicate (150 mm de 
haut et 25 mm de diametre), remplis chacun de 20 mi de milieu. Ces tubes sont 
obtures avec les bouchons de verre borosilicate, eux-memes entoures d’une 
bande de WC auto adheslve (Scel-0Frais), apres la mise en culture. 
- Flacons 
La collection de microboutures est entretenue dans des flacons de Colas, 
de 120 ml dans lesquels on met 20 ml de milieu. La fermeture se fait par un 
bouchon vissant en aluminium. 
- 8oRes de Petri 
Pour les expériences de cryoconservation, 10 ml de milieu sont coulés dans 
des bottes de Petri en poiystyrene de 55 cm de diamètre. Apres la mise en 
culture les boîtes sont sceliees avec du nParafilmR. 
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b) Tmp6mture 
La temperature des chambres, obscures ou eclairees, est de 27°C f 0,5”C. 
Etant donne l’important systeme de ventilation, la temperature dans les 
recipients de culture est egalement de 27OC. Le deblt d’air en rotation etant de 
4000 m3/h-’ et les salles sont maintenues en surpression par l’introduction de 
400 m3/h-’ d’air neuf. 
c) l%mement 
La photop&iode est de 12 heures d’eclairement et 12 heures d’obscurite. 
La chambre est equipee de tubes neon de type nGro-luxn (Sytvania) de 36 W. 
Ces neons ont un pic d’absorption dans le rouge. La radiation photosynthetique 
active (P.A.R.) au niveau des etageres des salles de culture, mesuree par le quantum 
sensor, a une energie de 50 pE.rn-‘s-l, avec 60 pE.m-*.s“ pour la totalite du spectre 
lumineux. 
2. MISE EN PLACE DES ESSAIS 
Les milieux sont repartis dans les portoirs de façon aleatoire, par randomisation, 
a l’aide d’une table mathematique (Moses & Oakford, 1963). Cela permet de reduire 
l’effet des influences non controlees de l’environnement des salles de cultures ou de 
stades physiologiques differents entre les microboutures d’une meme espece. 
Pour les essais, on place, dans chaque cas, un expiant par tube, soit un 
embryon isole, soit un noeud de tige orthotrope, soit une microbouture. 
3. CONDITIONS PARTICUIJERES 
Pendant le premier mois du developpement de l’embryon in vifro. les tubes sont 
stockes dans une chambre obscure. Les deux mois suivants, ils sont places dans une 
chambre eclairee, avec une alternance jour/nuit de douze heures, en lumiere reduite 
de 50 %, par rapport aux conditions normales, en recouvrant les tubes et portoirs d’un 
tissu leger. 
Les premiers essais sur le developpement de l’embryon ont 6th realises dans des 
flacons de deux volumes differents de 30 et de 120 ml. 
b)Miseencutturedenowds 
Les tubes sont places, pendant les huit premiers jours, en lumiere attenuee afin 
de reduire les deg&s provoques par l’oxydation des substances phenoliques qui sont 
relarguees dans le milieu par l’expiant primaire. 
c) consefvatbn ii tem~ure r6dulte 
Les cultures sont placees dans des chambres regulees a une temperature de 
20°C * 1°C qui sont éclairees, avec une alternance jour/nult de douze heures. 
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Matéri%l et miaod%s 
d) Cry-atlon 
Apres le rechauffement, les boîtes contenant les massifs embryogenes sont 
placees pendant un mois a I’obscurite ou en chambre eclairee avec une lumiere 
attenuee de 50 % par rapport aux conditions standard. 
D. Analyse des donnhes 
Les donnees, reunies dans des tableaux de contingence ou des tableaux de 
frequence, sont tout d’abord traitees par analyse factorielle des correspondances. 
Cette analyse recherche les principaux facteurs independants, expliquant au mieux les 
liaisons entre les individus ou les variables. Elle synthetise les donnees observees en 
regroupant les variables, puis les individus, dans un systeme a trois ou quatre 
dimensions. Les resultats sont alors representes par des graphes qui sont les 
projections des Individus et des variables sur les nouveaux plans factoriels. 
La pertinence des differences de comportement observees sur les graphes est 
parfois montree statistiquement par une analyse de la variance ou des tests de 
Newman 8: Keuls, pour la comparaison des milieux deux a deux. 
L’efficacité des differents milieux est ensuite evaluee à l’aide de comparaisons 
multiples deux à deux le seuil etant ajuste par le test de Ryan (1960) en fonction du 
nombre de comparaisons faites et, eventuellement, en fonction de la taille des sous- 
groupes (voir annexe D). 
Nous utilisons le test du 9 cour etablir les comparaisons par genotype pour 
evaluer les differences de comportement observees selon les milieux. 
La plupart des ces analyses ont et& menees sur ordinateur en utilisant le logiciel 
de statistiques a l’usage des biologistes, “NDMS” (Noiret et ul., à paraître). 
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CHAPITRE 3 
Développement in vitro de l’embryon zygotique isolé 

Développement in vitro de l’embryon wgotique isol6 
Les premiers essais sur la germination de l’embryon zygotique de cafeier, realises 
par Colonna et a/, (1971), ont porte sur deux especes cultlvees : C. canephotw et 
C. liberico. La pluport des autres mises en culture ont 4% reallsees avec la principale 
espece cultlvee, C. CYKJ~&~, sur plusieurs cultivars dlfferents dont le Mundo NOV~, le 
Catual (Sondahl & Monaco, 1981) et le Caturra (Montes, 1982). Le developpement in 
vitro a aussi permis le sauvetage d’embryons hybrides issus de croisements 
interspecifiques, comme par exemple C. UKWXI x C. cunephom (Sondahl et a/., 1984). 
Notre but etant l’installation d’une vitrotheque, la premiere etape consiste a 
introduire le materiel vegetal en conditions In vttro Chez le cafeier, cette introduction 
se fait essentiellement à partir d’embryons zygotlques isoles et accessoirement à partir 
de boutures de noeud de tige. Dans ce chapitre, I’etude porte avant tout sur la mise 
en culture d’embryons zygotlques. 
Leur developpement in vftro peut dependre de plusieurs conditions : 
environnement des plantes, composition des milieux de culture et origine, genetlque. 
Auparavant, le role de la desinfection du materlel vegetal sera envisage dans le 
processus d’introduction in vitro. Par la suite, l’influence de differents facteurs sur le 
developpement de l’embryon zygotlque en plantule est etudlee. 
1. EFFICACITE DE LA DESINFECZION 
Les taux moyens de contamination apres desinfection sont observes au cours 
des mises en culture successives (tableau 3). Dans le cas des graines en provenance 
des collections de Dlvo ou de Man, les taux de contamination sont assez faibles. Ce 
bon État sanitaire a des causes differentes selon la nature des echantillons. Dans le 
cas des graines matures, celles-ci sont preparees de maniere à maintenir leur taux de 
developpement maxlmal ulterfeur de l’embryon, par deparchage et stockage dans 
de la poudre de charbon de bois. Quant aux graines Immatures, elles nous 
parviennent tres rapidement apres leur recolte sous forme de fruits verts. 
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Tab@ou 3 : Taux de contamination obsew& en fonction du stade de maturit4 des 
graines et des différentes provenances. 
Origine Mrturit6 des Contamination V8leun embryons moyenne (%) extr&mw (%) ESpecsr 
Divo immatures 
21 c. csnephofa (C 7) 
4 
0 c. canephora (C 7) 
Divo matures 4 
Madagascar matures 24 
19 
0 
100 
c. lbwica (5LA) 
C. liberlca @CA)) 
C. resinosa (A 8) 
C. heimii (A 516 K) 
Dans le cas des graines en provenance de Madagascar, le taux moyen de 
contamination est globalement plus Biev6 que celui correspondant aux autres 
provenances et peut atteindre 100 % de contamination avec les origines A 36 et A 8. 
Ceci est du à un stockage prolong (six mois) dans des conditions de climat tropical 
sans pr&caution. 
Le protocole de desinfection utilis& trempage dans I’hypochlorite de sodium 
puis rinçage à l’eau distill&e (voir chapitre “Mot&el et M&hodes”), nous permet 
d’obtenir dans l’ensemble des taux de contamination assez faibles pour des plantes 
en provenance des rbgions tropicales. II ne semble donc pas n&essaire de prolonger 
ou de renforcer la desinfection, au risque de voir apparaître des n&roses de I’apex 
radiculaire, partie de l’embryon la plus exposbe lors de la desinfection. 
Pour les mises en culture b partir de noeuds de tige, les taux de contamination 
sont sensiblement plus Qlev& que pour les graines. Les microorganismes b l’origine de 
ces contaminations sont prot&g& par les cires cuticulaires pendant la desinfection 
des rameaux. De plus, les quelques essais r&alis& sur la mise en culture de noeuds 
de tige nous ont mont& l’importance de la phase pr&paratoire à la mise en culture, 
entre le prWvement au champ et l’introduction in vffro. En effet, pour le mat&el 
&lev& en serre nous avons obsetvb des taux de contamination de 50 à 70 % et pour 
le mat&iel en provenance d’Afrique de plus de 95 %. Par ail!?urs, pour le mat&iel 
AIeve en serre le relargage ph&nolique est tr& faible, les -wrgeons latents ont 
d&ourr& sur la plupart des explants primaires sains. A i’oppos6, pour les rameaux 
provenant directement d’Afrique, les rares explants correctement desinfect& (5 46) 
meurent intoxiqu& par les relargages phbnoliques de la base de I’explant dans le 
milieu. 
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II. DESCRIPTION DU DEVELOPPEMENT DE L’EMBRYON 
A. La motphogen&e observ6e lors du d&eloppement de l’embryon h 
yj@ 
Au cours du deveioppement de l’embryon en conditions in vnr0 on observe 
quatre types de morphogenese qui pewent apparaître independamment l’un de 
l’autre : le demarrage de la racine, celui de la tige, le tropisme et I’elongation 
I’hypocotyle et la differenciation en cal. 
Le demarrage de I’apex radiculaire (Figure 8) est Immediatement suM par une 
elongation du pivot principal, resultat de I’activite m&ist6matique. Les trois ou quatre 
radicelles secondaires, disposees en couronne 6 la base de I’hypocotyie, 
apparaissent sur des radicuies de 2 a 3 cm. Certains embryons presentent parfois 
apres ce demarrage une necrose de I’apex radiculaire qui entrave le bon 
developpement ult&ieur de la racine. 
Figure 8 : Representation schematique des differentes etapes observees au cours du 
developpement in vitro de l’embryon de cafeier isole. 
On note d’autre port le developpement du pble caulinaire et i’owerture des 
cotyiedons. Accoles, dans la graine, ils s’ecartent l’un de l’autre des la mise en 
culture, et laissent apparaître le bourgeon aplcal. 
Au tout debut du developpement de l’embryon, I’hypocotyie se courbe, par 
geotropisme, permettant la p&Wration de la radicuie dans le support gelose. Apres 
l’enracinement, I’hypocotyte se redresse dans le prolongement du pivot radiculaire, 
puis s’allonge jusqu’d atteindre 3 à 4 cm. 
Des perturbations du processus germinatif induisent parfois la formation de 
massifs callogenes. ils evoiuent sowent tres rapidement, de preference sur 
l’hypocotyie, et leur proiiferation envahit tout le tube en inhibant le developpement de 
la plantule. 
Le cas se rencontre avec les mises en culture sur des milieux inadapt& au 
developpement de l’embryon. C’est aussi parfois le resultat de I’evolutlon de cals 
cicatriciels formes à la suite de blessures faites pendant l’extraction. Mais le plus 
sowent, les cals apparaissent sur des embryons aux apex necroses, à partir des 
quelques cellules encore vivantes de I’hypocotyie. 
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4 Semaines 5 
CI Allongement 0 Embryon 
mdiculaira redressd 
+ Cluwrlure do8 
cotyikionr 
i Embryon oourb6 
Figure 9 : Evolution du d&eloppement in vitro de l’embryon zygotique ~SOI& de graine 
mature de C. ambka, Observ&e sur plusieurs ghotypes. 
0 1 2 3 4 sednes 5 
CI Allongement 0 Embryon + Ouverture des i Embyon courbé 
radiculah redrereé ootyHdW8 
Figure 10 : Evolution du d&eloppement in vho de l’embryon zygotique Isolé de la 
descendance de l’origine AR 8 (C. araMa sauvage) 
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8. Cinetique du dhmloppement de l’embryon in vitro (exemple du 
C. arabica) 
L’observation de 10 cin&ique du deVeiOpp8m8nt d8 i’8mbr’VOn in vitro 8St 
realisee sur dix lots d8 graines matures de C. a&ka d’origine ethiopienne, mis en 
culture sur le milieu B5 de Gamborg, depourvu de toute hOrmOn8 de croissance. Les 
ObS8rVOtiOnS ont dure 5 semaines cons6cutives. 
Les differ8ntS phenomenes observes sont : 
. L’allong8ment d8 la radiCUl8 
. L’OW8rtur8 des COtyledOnS 
. Le tropisme d8 l’embryon (courbe puis redresse) 
Dans cette &Ud8, on n’a ObS8rVe ni contamination, ni mortallt& 
1. SUCCESSION DES DIFFERENTES ETAPES 
La figure 9 permet de visualiser ie deroulement du deV8lopp8m8nt in V&U de 
l’embryon isole d8 cafeier. L’OW8rtUr8 des cotyledons 8St 18 phenOmen8 le plus 
rapide dans l’ensemble. L’8mbQM se courbe ensuit8 tout en s’enracinant, puis 
finalement I’hypocotyle se redresse. On obtient une piOnMe. 
Seule I’elongatlon radlculaire presente une dlffer8nC8 de cinetique entre les 
genotypes. Par exemple, par son enracinement MS prhoce (Figure 161, la 
descendance du genotyp8 AR 8, a un Comportement SignlfiCOtiv8ment differ8nt d8 
C8lUi observe pour 18s OUtreS descendances de C. U~~bka COmpOre8S dans C8t 8SSOi. 
2. RESULTATS AU BOUT DE CINQ SEMAINES 
Au bout de cinq semaines d’observation, tous les cotyledons sont owetis et 
seulement 12 % d8S embryons ne sont pas enracines. Le stade de developpement d8 
I’hypocotyle est plus variable av8c 65 % d’embryons redresses, 23 % d’embryons 
courbes, et 12 % sans evolution. 
Tableau 4 : Embryons d8 C. Ulobk~~ r8dress&s au bout d8 Cinq S8mOln8S S8lOn 18s 
genotypes, en pourcentage d8 I’eff8ctlf mis en culture 
GENOTYF’ES 
AR8 
AR13 
AR 15 
AR21 
AR23 
AR27 
Au38b 
AR40 
AR88 
mi8 en cultun 
28 
28 
27 
21 
23 
21 
19 
22 
11 
Embryons 
rodd(%) 
73 
43 
78 
87 
48 
88 
47 
77 
88 
73 
Le pourcentage d’embryons redresses varie entre 43 et 86 % (tableau 4). C’est 
le seul caractere à presenter des differences entre descendances. 
Dans notre etude, le developpement in vitro de l’embryon isole se deroule, dans 
son ensemble, toujours de la meme façon. Cependant, l’ouverture des cotyiedons 
peut intervenir beaucoup plus tard dans le processus germinatif. Par exemple, les 
cotyledons de certaines descendances de C. cane- et C. congensis ne s’ecartent 
qu’apres le redressement complet de la plantule, quand elle est exposee B la 
lumiere. 
C. Comparaison avec la germination en conditions nah.velles 
Une grande similitude de comportement existe entre le developpement in vitro 
de l’embryon isole et la germination de la graine entiere, en germoir, telle qu’elle est 
decrite par Coste (1989) (Figure 11). Dans les deux cas, les differentes etapes sont : 
. Le demarrage de la radicule 
. Le redressement de I’hypocotyle 
. L’etalement des cotyledons et l’apparition de la premiere paire de feuilles. 
Figure 11 : Les differentes etapes de la germination en conditions naturelles d’après 
Coste (1989) 
Au cours de la germination in V&X il faut attendre trois 0 quatre semaines pour 
voir apparaître la radicule, sept semaines pour I’epanoulssement des feuilles 
cotytedonaires, et dix à douze semaines pour l’apparition de la premiere paire de 
feuilles. Le developpement In v&o de l’embryon isole se deroule donc plus 
rapidement : dix jours suffisent pour obtenir le deveioppement de la radicuie et 
l’écartement des cotyledons ; la Premiere paire de feuille s’observe en tube en moins 
d’un mois. 
III. EFFETS DES CONDITIONS DE CULTURE 
Le comportement en germination des embryons immatures d’une descendance 
de C. caneoI?ofa (Cl) est etudié en fonction des conditions de mise en culture. Les 
conditions testées sont d’une part le type de vaisselle et d’autre part l’influence de la 
lumière au tout début du developpement de l’embryon. 
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A. Conditions expdrimentales 
La taille des flacons utilises est de 30 ml et de 120 ml, les quantites de milieux 
sont respectivement de 10 et 20 ml et les conditions d’eciairement à la mise en 
culture sont les sulvantes : 
- A la iumiere, 12 heures par jour, des le debut 
- A i’obscurite totale pendant le premier mois, eclairement, 12 heures par 
jour, par la suite 
Pour cet essai, les embryons sont places sur le milieu constitue par les macro et 
micro-&lements de Murashlge & Skoog dilues de moiti& le complexe vitaminlque de 
More1 & Wetmore, 40 g.Ï’ de saccharose et 1 mg.? de BAP. Ce milieu est proche 
celui de Dublin (19S4), modifie par l’ajout de cysteine (substance antloxydante). 
B. R6suitats 
Avec la mise en culture directement b la lumiere, l’ensemble de l’embryon prend 
une couleur vert intense (cotyl&dons, hypocotyte et radicule), sauf quelques 
cotyGdons, en contact avec le milieu, qui se nkrosent tout en restant jaunatres. De 
plus, la lumihe intervient sur la capacitk germinative : la croissance est bloqube des 
le depart pour 85 % des embryons (tableau 5) et il n’y a pas d’holution notable trois 
mois et demi aprhs la mise en culture. A I’obscurM, la croissance demarre quelle que 
soit la taille des flacons. 
Tableau 5 : Effet de l’environnement (taille des fiacons et &lairement) sur le 
d&eioppement d’embryons de la descendance Cl de C. canephorw, apr& un mois 
de culture. (en pourcentage) 
Eolal- Lumure ob8ouw ob8curft) 
Tdlk da8 lhoOn8 3oml 30ml 12Oml 
EfhClli 33 34 29 
Embryons sans dhmloppment (%) 55 0 7 
Embryon avoo arr& prhoooa de I’rnracinoment (%) 15 17 90 
Embryon avoo allongemont radiculah (%) 0 41 3 
Embryons avec n6crosa radiculain (%) 15 12 56 
Embryons avec les cotyihdons ouvert8 (%) 0 79 0 
Embryons rednss6s (%) 0 41 3 
Le volume des flacons a un effet tr& important sur le nombre des n&roses 
radicuiaires. Apres un mois de culture dans les flacons de 30 mi, les embryons 
presentent un bon allongement radiculalre et des cotyledons ouverts. En revanche, 
dans les grands flacons, la plupart (90 %) des embryons prhente un arret prkoce de 
l’enracinement et 66 %, une nkrose de I’apex radiculaire. L’augmentation du volume 
du flacon provoque un d&équilibre milieu / plante, qui bloque le dheloppement de 
l’embryon et cela meme en l’absence de lumi&e. 
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Figure 12 : Comparaison des conditions de culture, pour le d&eloppement in vitro de 
l’embryon zygotique isol4 de cafbier. Effet de la lumihe et du flaconnage. 
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Apres transfert a la lumiere, seuls les embryons mis à germer a I’obscurite 
poursuivent leur croissance : leur radicule s’allonge, tout en restant blanche, 
I’hypocotyie se courbe puis se redresse et les cotylédons des derniers embryons les 
moins deVelOpp&S S’OWWnt 8t verdissent a 10 lUmler8. 
Une anatyse factorielle des correspondances des donnees (tableau 5) fait 
ressortir deux facteurs Independants a l’origine des differences de COmpOrt8ment 
Obs8&8S. lis expliquent respectivement 69 et 31 % de 10 vartablllte. L8 premier fOCt8Ur 
oppose l’absence de reaction germinative et la necrose rCJdiCUlOir8 à l’owerture des 
cotyledons et l’obtention d’embryons redresses (figure 12). II quantifie la capaclte 
germinative. Le deuxleme facteur represente la necrose radlculaire. 
C. Discussion - conclusion 
De nombreux. auteurs ont montre l’importance de la lumibre pendant les 
premieres phOS8S du developpement de l’embryon. Les ObS8rWiOnS r&JllSeeS av8c 
des graines ou d8S embryons de cafeiers ont permis de Confirmer le role de I’intensite 
lumineuse ou de la photoperiode. 
1. INTENSITE LUMINEUSE VARIABLE EN FONCTION DES PHASES DE CULTURE 
Dans les essais de Sondahl et a/. (1981). les varlatlons de l’intensite lumineuse 
sont Imposees par la presence d’AlA (2,5 PM) dans le mllleu de developpement de 
l’8mbryOn. Des la mise en culture, au debut d8 leur croissance, les embryons sont 
places en lumiere attenuee (500 iux), avec une photoperiode de 16 heures par jour. 
Apres 50 a 60 jours, les cultures sont soumises a une plus grand8 lntenslte lumineuse 
afin d’OCCeler8r la degradation naturelle de I’ALA, et sous l’action de I’h - oxydase. 
favorise8 par la lumlere, sa concentration diminue dans le milieu. Ii obtient ainsl des 
piantules COpObl8S d8 pousser en serre. 
Par la suite, SondahI et a/, (1984) ont fait evoluer la methode ainsi : des que les 
cotytedons sont developpes, apres 50 à 60 jours environ, les embryons sont repiques 
sur un milieu frais, exempt de tout regulateur de croissance. Les tubes sont OlOrS 
transferes sous une lumiere plus intense, de l’ordre de 3000 lux, ou places en serre 
avec un ombrage filtrant 80 % de la lumlere solaire. 
Dans ces deux protocoles, les plantules sont donc soumises à une lntenslte 
lumineuse de plus en plus elevee, au fur et à mesure de leur croissance. 
2. ROLE DE LA PHOTOPERIODE 
L’influence de 10 lumiere sur le comportement de l’embryon mature de 
C. urabka cv. Caturra au debut de son developpement a et& etudiee par Montes 
(1982) a Cuba, qui reprend les methodes de st&iilsation et le milieu propose par 
Colonna (1971). Elle expose les cultures à different8S photop&lodes qui sont : 24 h de 
lumiere, 12 h de lumiere / 12 h d’obscurite et 16 h de iumlere / 8 h d’obscurite. 
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Elle note le debut du fonctionnement de I’apex radiculaire, la longueur de la 
radicule à 10, 20 et 30 jours, ainsi que la coloration des plantules. Selon ses 
observations, la croissance de la radicule est plus rapide et plus important8 en 
lumibre permanente. Mais la date du demarrage radlculaire intervient 10 a 13 joutes 
apres la mise en culture pour les conditions 12/12 et 24 h de lumiere par jour, alors 
que le delal s’allonge jusqu’b 43 jours pour la condition 16/8, delal proche du temps 
de latente observe en germolr. Les embryons exposes en permanence à la lumiere 
sont d’un vert intense. 
Ces resultats portent sur des embryons de graines matures. En comparaison 
avec les resultats obtenus dans notre etude avec les C. urablca d’origine ethiopienne 
les conditions de culture exposees par Montes ne semblent pas particulierement 
favorables. Dans notre cas, en effet, l’allongement radiculaire nettement plus precoce 
permet l’obtention de plantules beaucoup plus rapidement. 
Par ailleurs, notre essai montre qu’une premier8 phase à I’obscurtté favorise la 
germination 8t 18 dev8lOppem8nt ulteti8Ur d8 la plankJl8. ValiO (1976) nous preCiS8 
qU’8n g8rmOlr, la germination d8 C. CYKI&~ est d8 mem8 bien m8ill8Ur8 Si 18s graines 
sont placees a I’obscurite durant la sortie de la radicule. 
3. CONDITIONS STANDARDISEES 
Pour le developpement d8 l’embryon, la plupart des auteurs n’utilisent pas de 
flacons mais des tubes d8 dimensions standard. Les tubes contenant les 8mbryOnS 
Sont mis dans d8S chambres d8 culture eclairees et maintenues à des t8mperahrr8S 
allant de 24 à 28°C selon les essais. 
Le role primordial du rapport entre l’environnement (quantite de milieu 8t qualite 
du recipient) et I’explant a 6% tres clairement montre par McClelland et Smith (1990) 
dans leur etUd8 sur la croissance de microboutures de cinq especes ligneuses. Dans 
leur cas, un flaconnage spacieux semble indispensable au developpement 
harmonieux des plantules. Etant donne la taille des microboutures, les r&UltatS 
ObS8rVeS pour les explants places dans 18s tubes Sont relativement moins bOnS que 
ceux obtenus dans les flacons. Ainsi, le type de reclpient de culture peut jouer un 
grand role sur les r&ultats observes 
En conclusion, dans notre experimentation, l’utilisation de flacons de taille 
reduite, places à I’obscurite pendant le premier mois (croissance des radicules et 
redressement de l’8mbryOn) avant transfert à la lumiere, Semble plus favorable pour la 
germination d’embryons immatures de cafeier. 
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IV. EFFETS DES MILIEUX DE CULTURE 
Dans une premiere partie les exp&lmentations realisees permettent d’etudier 
l’effet des milieux de culture sur les différentes caract&lstlques de la germination. Par 
la suite, nous comparons leur efflcacit6 en notant tout parkuli~rement la frbquence 
des plantules developpees. 
A. Les diffhnts facteurs influençant le dhmloppernent de l’embryon 
1. MATERIEL El METHODES 
Nous Btudions la germination in vitro d’embryons prblev& dans des graines 
immatures de deux especes C. cunephom et C. congensls. Ces descendances sont 
issues de fecondations libres et identifiees comme suit : 
c. conephom c. congensis 
Pied mer8 IF 407 IF KM4 IF E23 IF524 IF 564 03 772 03 988 
Descendance Cl C2 C3 C4 C6 Dl 02 
Les six milieux compares .diff&ent par leurs Blements mineraux, leurs complexes 
vltaminiques et les substances de croissances. Les eiements min&aux sont ceux de 
‘Murashige & Skoog (19621, ceux du B5 (Gamborg, 1968) et ceux de Heller (1953). Le 
complexe vitaminique de More1 & Wetmore (1951) est preconise par Dublin (1984) 
pour la micropropagation du cafeier, les deux autres par Sondahl et a/. (1981) et par 
Colonna (1971). La composition hormonale du milieu Ml1 (BAP uniquement) est celle 
du milieu de micropropagation de Dublin (1954). Celle des milieux Mi2, Mi3, Mi4 et Mi6 
(AlA 2.5 pM et BAP 1 CM) est proposee par Sondahl et a/. (1981). 
Milieux Mil Mi2 Ml3 Mi4 Mi5 Mi6 
Macroelements MS MS/2 w2 MS/2 HELLER HELLER 
Microelements ms ms b5 ms Heller Heller 
Vitamines (0) (a> (b) (b) (cl cc> 
Substances - AlA 2,5 pM AlA 2,5 ULM AIA 2.5 /LM - AIA 2.5 /aM 
de Croissance BAP 4,4 BM 8AP 1 /LM 8AP 1 pM BAPlpM - 8AP 1 PM 
References Cd) (b) (c) modifie 
(a> More1 et Wetmore (1951) ; (b) Sondahl et a/, (1981) ; (c) Colonna (1971) ; 
(d) SondahI et a/, (1984) 
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Figure 13 : Influence de la composition min&ale et de la prhnce de substances de 
croissance, sur le dheloppement d’embryons ~SOI& des deux espkes C. canepha 
et C. congensis 
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La repartition des descendances en fonction des milieux est la suivante : 
c. catiephom c. congemis 
Cl C2 C3 C4 C6 Dl D2’ 
Mil + + + 
Mi2 + + + 
Mi3 + + + + + + 
Mi4 + + + 
Mi5 + 
Mi6 + 
Les variables observees dans cette Btude, pour chacun des trois essais sont : 
. le demarrage radicuiaire . les cotyledons owerts 
. l’allongement radicuiaire . la caliogenese 
. la necrose radicuiaire . l’embryon redresse 
. les formations piuriradicuiaires. 
Le tableau des donnees, traite par i’anaiyse factorielle des correspondances, 
croise ces variables avec les descendances C2, C3 et Dl, pour lesquelles nous avons 
le plus. de donnees. Les descendances Cl, C4, C6 et 02 n’interviennent pas dans la 
recherche des facteurs, mais sont projetees sur les graphes. 
2. RESULTATS 
Les comportements sont soumis a deux facteurs principaux independants 
decrivant respectivement 51 et 32 % de la variabiiite. 
Le premier facteur decrit i’activite germinative, en opposant les embryons non 
germes a la piantuie redressee (Figure 13). Ce facteur nous est dejà connu (cf. “Effets 
des conditions de cuituren). Le deuxieme facteur est noweau. ii oppose les deux 
formes d’activttes meristematiques en separant i’acttvite ‘du paie apicai (owerture des 
cotyiedons) de i’activite du paie basai (formations piuriradicuiaires et caiiogenese). 
La reussite de la germination, avec en phase finale le redressement de 
l’embryon, necessite une forte activite germinative, ainsi qu’un bon equiiibre, dans le 
temps, entre les activites radicuiaire et apicaie. Cet equiiibre conduit b l’enracinement 
et à i’owerture des cotyiedons avec deveioppement du bourgeon cauiinaire. 
a) Effet des substances de croissam 
Les effets de la BAP et de I’AiA s’opposent sur le deuxieme facteur (figure 13). 
L’allongement radicuiaire est fortement inhibe par la BAP (voir tableau 6). Cette 
inhibition est en partie ievee par un apport d’AiA exogene. En revanche, i’owerture 
des cotyiedons est significativement favorisee par cette cytokinine. 
Le principal effet de I’AiA exogene est l’induction de formattons piuriradicuiaires. 
Cette auxine inhibe aussi partiellement i’owerture des cotyledons et le redressement 
des piantuies. 
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Par rapport au milieu Mil, la balance AlA - RAP du milieu Mi2 restaure I’equilibre 
entre I’actlvite du pdle radiculaire et celle du pale caulinaire de l’embryon, qui sont 
ainsi toutes deux stimulees. Les concentrations d’AlA et de BAP, publiees par Sondhal 
et CI/, (1981), semblent donc nettement plus favorables au bon deroulement des 
dlfferentes phases du developpement de l’embryon. 
Tabkau 6 : Effets des substances de croissance (W et AIA) sur le developpement de 
l’embryon, un mois apres la mise en culture (en pourcentage). 
Ml1 Mi2 Mi 5 
MILIEUX (BAPsantAlA) MDAJA) (ni BAP, ni AlA) 
Embryons aveo allongrment radicuiain (%) 28 63 100 
Embryons avec formations pluriradiculainr (%) 0 41 0 
Embryons aveo les cotyltionr ouvorb (%) 69 26 45 
Plantulrs redressh (%) 46 21 94 
Le milieu sans substance de croissance exogene (MIS) montre une balance 
hormonale interne encore plus favorable. Quinze jours apres la mise en culture, 
l’ensemble des embryons developpe une longue radicule et 50 % d’entre eux sont 
deja redresses, pour atteindre 94 % au bout d’un mois. Contrairement aux autres 
milieux, ce dernier se caracterise par une absence de necrose radiculaire, de cal et 
de formation pluriradiculalre. II semble nettement favoriser le developpement de 
l’embryon. 
b) Effet des &&nents mlnbraux 
Les trois milieux compares Mi2, Mi3 et Ml6 ont tous trois l’apport hormonal 
preconise par Sondahl et a/, (1981) soit : 2,5 CM d’AlA et 1 PM de RAP. Ils different 
essentiellement par leur composition minerale. Le classement MS/2 - 8512 - Heller 
refiete une concentration globale decroissante (voir annexe A). L’augmentation de la 
capaclte germinative, observee sur l’axe 1 (Figure 13), va de pair avec cette 
diminution de concentration en sels mineraux. 
Tabkau 7 : Effet des sels mineraux sur le developpement de l’embryon. de 
C. canepI?ora et de C. congensk, un mois apres la mise en culture (en pourcentage). 
Milieux Ml2 Mi3 Mi6 
Sels minhaux MS/2 B5/2 HELLER 
ESp6O.S c. tmephon C. congmsis C. canephon3 C. congensis C. congensis 
Embryons avec d6marrage radiculaire (%) 19 16 2 22 18 
Embryons aVeo ailongrmrnt radioulaire (%) 63 63 90 33 75 
Embryons avec nhorose radiculairs (%) 4 9 4 40 17 
Embryons aux cotylidons ouvarts (%) 36 6 45 26 82 
Plantules redressh (%) 31 0 61 13 46 
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Pour les deux especes, les activites caulinaires (I’owerture des cotytedons et le 
redressement en plantule) sont favorises par ce gradient (tableau 7). Cependant, pour 
C. congensis les element minéraux de Helier semblent avoir des effets secondaires 
ulterleurs. Les cotyl6dons restent peu developpes, leur owerture est tardive et Ils 
finissent par fletrlr et tomber. L’hypocotyle s’allonge et s’etlole, tandis que la gemmule 
debourre tardivement. Cette faiblesse de la plantule peut Qtre lice à un epuisement 
du milieu avec une concentration minerale aussi faible. 
En revanche le deveioppement du systeme racinaire est tres different suivant 
I’espece (tableau 7). Pour C. cane-, les elements mineraux de B8 favorisent 
l’allongement radlculaire. Donc pour cette espece le milieu Mi3 semble le plus 
favorable. Mais pour C. congensis Ils induisent de nombreuses nbcroses radiculalres 
(48 %>, un allongement radiculaire moins frequent (33 %) et un grand nombre 
d’embryons bloques au stade du debourrement radiculaire (22 %). 
6. Choix d’un milieu de culture optimal 
Nous comparons ici les milieux d’apres le nombre de plantules obtenues. Deux 
nouveaux essais, decrtts au paragraphe V, cherchent a mettre en evidence le facteur 
b l’origine des taux de developpement de l’embryon tres superieurs obtenus avec le 
milieu sans hormone (Mi@ et base sur le complexe mineral de Heller (1953). Les 
elements mIneraux ne semblent pas Btre le facteur determinant car l’adjonction des 
concentrations hormonales preconlsees par SOndahI, favorise I’acttvite du meristeme 
apical mals ne donne pas un taux de developpement de l’embryon aussi eleve (Mi@. 
L’ensemble des milieux places en comparaison sont reunis dans l’annexe 8. 
Pour l’ensemble des essais de d6veloppement de l’embryon de cette etude, le 
milieu base sur les sels mineraux de Murashlge & Skoog (MS) et contenant le 
complexe hormonal preconise par SondahI (Mi2) semble globalement le moins 
favorable b la germination d’embryons de cafeier isoles immatures, bien que sa 
composition minerale et vttaminique soit celle du milieu utilise de façon standard pour 
la multiplication des microboutures de cafeier. D’une façon generaie les sels mineraux 
de MS (que l’on retrowe aussi dans Mi4) ne permettent pas l’obtention d’un grand 
nombre de plantules. 
Les milieux contenant les sels mineraux du BS auxquels on a rajoute les 
hormones preconisees par Sondahl (Ml3 et MIS) n’apportent qu’une faible 
amelioration (tableau 8). Le milieu contenant les vitamines de Sondahl (Ml31 permet un 
meilleur developpement radiculaire et une croissance dans l’ensemble plus 
harmonieuse, ce qui met en evidence l’influence du complexe vttaminique. Par 
ailleurs, ce meme milieu favorise I’activite de la zone apicale caullnaire par le net 
accroissement de la tallle des cotytedons (surtout pour celui qui est en contact avec 
le milieu) et par I’owerture d’un plus grand nombre. 
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Tableau 8 : Influence des differents milieux de culture, obsewee sur l’ensemble des 
essais par le nombre moyen de plantules germees (en pourcentage) 
Mi2 Mi3 Mi4 Mi5 Mf6 Mi7 Mi8 Mi0 
Pht-Itules grrm6os (%) 26 42 32 03 81 02 45 02 
Les trois milieux bases sur les elements mineraux de Heiler (Mi5 Mi6 et Mi7) 
presentent un taux de developpement de l’embryon bien plus eleve. Cet aspect 
favorable ne doit pas cacher le fait que ce complexe mineral est tres peu concentre, 
surtout pour les milieux dont la concentration mineraie n’est pas doubiee (Mi5 et Mi6). 
Les reserves nutritives s’epuisent rapidement ce qui impose un repiquage dans les plus 
brefs delais (deux à trois mois). Le doublement de la concentration minerale sans 
l’apport de substances de croissance (Mi7) permet la meme rapidite de 
debourrement et la meme rectitude du pivot radiculaire que sur le milieu a 
concentration minerale preconisee par Heller (Mi5). En outre, sur Mi7, le 
deveioppement de la piantuie continue, la gemmule donne une tigelle qui s’allonge, 
les differentes paires de feuliles s’accroissent, sans necessiter un transfert aussi rapide. 
Le milieu contenant uniquement les eiements mineraux du B5 semble le plus 
favorable (Mi9). Le nombre de piantules obtenues est le plus eteve. De plus les 
piantules sont tres vigoureuses, le preievement des tigelles feuillees peut s’effectuer 
beaucoup plus tardivement, jusqu’à six mois. 
En conclusion, maigre les variations de comportement observees ‘entre les 
differentes especes et descendances, la germination d’embryons immatures de 
cafeier semble bien meilleure sur les deux milieux depourvus de toute substance de 
croissance. De plus, cette etude nous montre que le meilleur comportement s’observe 
sur le milieu Mi9 (B5/2 et vitamines de SondahI). Celui-ci sera donc choisi pour les 
mises en culture ulterieures quelle que soit i’espece à introduire h t.firo. 
C. Discussion - conclusion 
1. EFFETS DES ELEMENTS MINERAUX 
Les embryons sont preieves dans des graines proches de la maturite. ils sont 
donc suffisament deveioppes pour croître sur des milieux simples. Le protocole choisi 
utilise donc la base mineraie du milieu B!5 de Gamborg, convenant à la majorité des 
especes, qui donne des piantuies bien developpees. 
Les eiements mineraux utilises en culture in vitro du caféier sont différents selon 
les auteurs. Dans les mises en culture d’embryons, ce sont surtout ceux de Helier 
(1953) pour les essais de Coionna et a/. 1971, ceux de Gamborg (1968) et ceux de 
Murashige & Skoog (1962) pour les etudes rapportees par Sondahi et 01. 1981. Les sels 
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mineraux de Linsmaier & Skoog (1965) ont permis la premiere culture in vitro du 
cafeier, avec obtention d’embryons somatiques (Staritsky, 1970), mais ils n’ont pas et& 
repris par 10 Suit8 pour 18s Culhrr8S d’embryons. 
Dans notre etude nous avons donc utilise les trois compositions minerales (MS, B5 
et Heller) Cit&es par Sondahl et Coionna au cours de leur divers eSSOiS de culture 
d’embryons ZygOtiqU8S. L8S differences de COmpOrtem8nt observees 8ntr8 C8S milieux, 
vis à vis des sels mineraux, suivent un grOdi8nt de concentration. Les embryons 
germent mieux sur un milieu dont la composition minerale est relativement plus faible. 
Cependant, le milieu le moins concentre (Heller) entraîne des effets s8condalr8s. Les 
reserves nutritives &Ont trop redUit8S, la plantule arrete son developpem8nt et depertt. 
Neal et Topoieskl (1983) montrent d l’inverse que des embryons immatures de tomates 
exigent un milieu à fort8 concentration minerale, les resultats etant nettement meilleurs 
sur MS que sur BS. Monnier (1976) montre de meme que la composition min&ale 
demande un ajustement tres precis des concentrations ioniques. L’utilisation de milieux 
tres concentr& MS et MS%2 favoris8 la croissance des 8mbryOnS mais augmente aussi 
tres significativement le taux d8 mortalite. 
2. EFFET DES SUBSTANCES DE CROISSANCE 
Tous les milieux publies sur la culture d8S 8mbryOnS d8 cafeier contiennent d8S 
SUbStOnCeS d8 CrOlSSOnC8, qui sont le plus SOUVent rOjOute8S sous fOrm8 d8 COmpleX8S 
bases sur I’AiA a differentes concentrations. Selon Colonna et u/. (1971), l’addition 
d’AlA (2.10m6 PM), ou d8 lait de coco (10 %), provoque une augmentation de la taille 
de la plantule dans son ensemble (tige + racine) allant de 17 %, av8c l’AtA seul, à 
38 %, lorsqu’ils sont rajoutes simultanement. Dans leur article de synthese 
Monaco et a/. (1977) enumerent les nombreuses difficult& rencontrees lors d’un8 mise 
en culture d’embryons de C. ura&a. Les mlli8ux utilises contiennent de la kinetine, et 
surtout de I’ANA ou meme du 2,4-D, qui favorisent la formation d8 cals au detriment 
du d&eioppement d8 l’embryon. Les auteurs notent 10 difficulte de croissance d8 
certains embryons qui developpent d8S cotytedons difformes et d8S plantules avant 
plusieurs pivots radiculaires. L’enracinement se manifeste surtout sur les milieux 
contenant de I’ANA. Ils observent frequemment ta formation de cals dans la zone qui 
SepOr8 I’hypocotyte de la radicuie. En outre, la methode decrite necessite une 
SUbCUltUre sur un milieu de Composition dlffer8nt8, afin de favoriser 1’8nrOClnem8nt et 
le deV8lOpp8m8nt d8S plOntUl8S. Plus recemment, sur un milieu de base contenant 
1 FM de BAP, Sondahl et a/. (1981) ont etudle toute une gamme de concentrattons 
I d’AlA allant de 0 à 20 pM, afin de trouver une balance hormonale mieux equilibree. 
Seule la valeur d8 2,s FM permet un deV8lOpp8m8nt harmonieux des cotyledons et 
de la partie a&ienne, comme des racines. Les cultures sont placees a d8S intensites 
de lumiere de plus en plus fortes, afin d’OCCeler8r la degradation de cette auxine 
naturelle. Ces auteurs misent, en effet, sur I’instabllite d8 cette molecuie a la lumiere, 
caract&Wique actuellement bien établie par Nissen et Sut-ter (1990). 
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Dans nos essais comparant le raie des substances de croissance, le 
comportement des embryons en deveioppement est soumis d’une part b la vigueur 
de croissance et d’autre part à l’orientation morphogenetique vers la cauiogenese ou 
la rhizogenese. Le developpement de l’embryon est le resuitat d’une bonne activlte 
m&istematlque qui s’exprime tout d’abord par le demarrage du merlsteme radlcuiaire 
suivi de l’allongement de la radicuie. Dans un deuxleme temps, on observe l’ouverture 
et l’expansion des cotyiedons, puis I’elongation de i’hypocotyle. Le developpement 
des premieres paires de feuilles ne survient que plus tardivement. 
Nous remarquons aussi l’influence de la BAP selon sa concentration. Rajout&e 
seule, et b dose relativement eievee, comme dans le milieu Mil (4,4 fl), elle induit 
une forte cailogenese, une distorsion des cotyiedons qui s’agrandissent 
demesurement, et elle inhibe le fonctionnement du merlsteme radiculaire, allant 
jusqu’à la necrose de I’apex. Cet effet inhibiteur des cytokinines sur l’enracinement, au 
moment de la germination, a bien 8% montre par Stenlid (19821, pour des piantuies 
de ble, de lin et de concombre avec plusieurs cytoklnines naturelles ou synthetiques. 
Dans nos experlmentatlons, cet effet de la BAP dlffere avec les espt%ces, particuiarlte 
decrlte par Nissen (1988) dans son etude de synthese sur l’influence de cette 
cytokinine en fonction de sa concentration. 
En revanche, la concentration de 1 JLM de BAP, en presence de 23 pM d’AlA 
permet d’observer un deveioppement equiiibre des partles aeriennes et radiculaires 
pour la plupart des plantules. Pour C. congentis, on observe cependant encore de 
nombreux blocages radiculaires et parfois une perte de la dominante apicaie avec 
i’activlte de tous les meristemes cauiinaires latents du noeud colyiedonnaire, chacun 
d’eux deveioppant une tigelle. La presence d’AA provoque, en outre, surtout chez 
certaines descendances de C. cane-, de nombreux départs radiculaires 
supplementaires. Cependant, l’adjonction de ces hormones n’est pas ici le meilleur 
moyen pour obtenir un bon deroulement du deveioppement de l’embryon. 
Pour d’autres plantes, l’utilisation de substances de croissance n’est pas toujours 
preconisee. Par exemple, la demiere methode mise au point pour la culture 
d’embryons zygotiques de cocotier (Assy et u/., 1989) n’utilise plus aucune substance 
de croissance. Apres le deveioppement de la gemmuie sur un mliieu simple 
contenant cependant une concentration plus eievee en saccharose CO,17 MI, le 
repiquage sur un milieu contenant des auxines rhizogenes n’est plus necessaire pour 
induire la formation du système radicuiaire et favoriser le bon deveioppement ulterleur 
de la piantule. 
Parmi leurs conseils techniques sur la culture d’embryons, Hu et Wang (1986) 
precisent qu’en regie generaie, plus l’embryon est mature, plus la composition du 
milieu de culture se simplifie. Ainsl, un embryon preieve dans une graine proche de la 
maturite peut germer et se deveiopper en piantuie sur un milieu contenant des sels 
mineraux auxquels on rajoute seulement du saccharose comme source d’energie. Les 
embryons de cafeier, que nous preievons, sont devenus autotrophes, leur culture ne 
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necessitant pas I’eiaboration d’un milieu de composition complexe. Ainsi, le 
deveioppement in vitro des embryons isoles, semble avant tout lie 0 leur matun%. Il 
nous a conduit à utiliser un milieu exempt de toute substance de croissance. 
v. EFFETS GENETIQUES 
A. MaMiel vhgetal et milieux utilisbs 
Les plantules obtenues precedemment avec C. cune@?o~~ (C2 et C3) et 
C. congensk (Dl) sont prises en compte, avec deux essais oomplementaires, Dans le 
premier essai, les descendances suivantes de C. cunepI%xu sont comparees : Cl 
(lF487). C2 (IFKMI), C3 (IFE23). C!5 (lF477), C8 (IF77). C9 (IF198) et ClO. Dans le second 
nous introduisons en comparaison de nowelles especes du genre Cof&u. Les deux 
protocoles expertmentaux se resument ainsi : 
ESSAI MILIEUX ESPECES 
No1 Mi2, Mi3, Ml7 et Mi9 c. ccmephorw 
No2 
Mi2. Mi3. 
Mi7 et Mi8 
c. UrcYblca, c. CcYnephorw 
c. liberica, c. pseucfozt7nQueborlae 
C. mcemosu, et C. sess/l/floTcI 
Les trois noweaux milieux (Mi7, Ml8 et Mi9) different entre eux par la presence ,J.;, 
ou non de substances de croissance, par leurs elements mineraux ou par leur 
complexe vkaminique. ‘; 
Milieux Mi2 Mi3 Ml7 Mi8 Ml9 
Macroelements MS/2 B5/2 Heller X 2 85/2 85/2 
Vitamines (a> 03 (c) (cl W 
Substances AIA 2.5 FM AIA 2,5 PM - AIA 23 FM - 
de croissance 8AP 1 pM E@PlpM - BAPlpM - 
(a) More1 & Wetmore (1951) ; (b) Sondahl et CY/. (1981) ; (c) Colonna (1971) 
La plupart des essais ont et6 realises avec differentes descendances de 
C conephoro. Mais la presence de C. congensk dans les premiers essais, puis d’autres 
especes du genre Coffeu par la suite, ont permis d’observer des dlfferences de 
comportement Il&es au materiel vegetal. II s’agit donc d’un effet espece auquel 
s’ajoute la diversite genetique intraspeciflque qui s’exprime dans les descendances 
allogdmes. 
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B. VariabilW de comportement 6 I’int&ieur de I’espeCe C. caneDhora 
La comparaison du developpement des embryons entre les descendances de 
plusieurs souches s&ctionnees d’une meme espece, comme ici pour C. ~nepI?o~~ 
(tableau 9), peut faire apparaître des differences sensibies. Pour toutes ces 
descendances le milieu contenant les sels mineraux du B5 (Mi91 apparaît le meilleur. 
Pour trois d’entre-elles (C3, CS et C8) le milieu contenant les sels mineraux de Heller 
(Mi71 donne des resultats non significativement differents. Pour ces deux milieux 
aucune difference significative de comportement n’est notee entre les descendances. 
En revanche, sur les deux milieux contenant des substances de croissance (Mi2 et Mi31 
les taux de developpement de l’embryon varient de façon significative. Les differences 
de comportement s’expriment plus nettement quand 
des conditions defavorables. 
les embryons sont places dans 
Tableau 9 : Taux de plantules de sept descendances de C. cunephora, obtenues dix 
mois après la mise en culture sur les milieux Mi2, Mi3, Mi7 et Mi9. (en pourcentage) 
MILIEUX Mi2 Mi3 Mi7 Mi9 
Cl 40 72’ 74. OS- 
c2 17 42* w 100** 
c3 38. 7 %** 92- 
CS 28 33 72- %H 
C8 47 38 73- SP 
c9 5 50. 80* 90- 
c 10 14 19 52. Il** 
Les differences de comportement mises en évidence avec ces descendances 
maternelles de C. cunepI?o~ traduisent bien la variabilite de reaction lice à l’effet 
parental. 
C. Dfveratt6 de comportement entre espkes 
Les performances relatives de choque espece dependent principalement de la 
composition du milieu. En effet, mis ci part le cas de C. liheficu (tableau 101, le 
pourcentage de plantules obtenues est progressivement ameliore entre les sels 
minéraux de MS (Mi21, le B5 (Mi3 et Mi8) et ceux de Heller (Mi7), qui offre les meilleurs 
resultats. 
On obtient toujours un nombre suffisant de plantules utilisables par la suite dans 
la collection de microboutures. Les differents milieux ont des effets indeniables sur le 
developpement de l’embryon la plupart des especes supportent plus ou moins les 
difficult& rencontrees. Cependant certaines d’entreelles (C. pseudozungueburioe et 
C. congensls) germent tres difficilement sur le milieu contenant les sels mineraux de MS, 
et les substances de croissance preconisees par Sondahl (Mi2) (tableau 9 et 10). 
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Tableau 10 : Taux de plantules de C. sessi/ifbm C. pwchxmguebudue, C. mcemosu, 
C. canepIwfa, C. liberico et C. ura~co, obtenues deux mois apres la mise en culture 
sur les milieux M12, Mi3; Mi7 et Mi8 (en pourcentage). 
Milieux Ml2 Ml3 Mi7 Ml8 
C. 
C. 
C. 
C. 
C, 
#- 
sessiiif/oRJ 35 38 95’ 45 
pseudomnguebodae 0 16 72’ 6 
mcenmsu 22 50’ 94” 56’ 
caneptmu 10 39’ 89” 40’ 
litmica 75 86 96 a8 
Y. amblcu 27 60’ 100" 47’ 
Le chok d’un milieu de mise en culture doit tenir compte des dlfferences de 
comportement entre des especes de cafelers d’origines ecologiques variees. 
L’utilisation de C. congensis a permis de mettre en Wdence les besoins tres particuliers 
de cette espece (tableau 11). En effet, dans ce dernier cas, le milieu bas6 sur les 
elements mineraux du milieu B5 de Gamborg et les vitamines preconisees par Sondahl 
(Ml31 apparaît comme le plus defavorable, alors qu’il est nettement le plus favorable 
au developpement de l’embryon de C. cone@o!a. Dans le milieu naturel, C. congensis 
se distingue par une adaptation ripicole au sein des galeries forestieres d’Afrtque 
centrale et cette adaptation particuliere Influence certainement sa physiologie. 
Tableau 11: Plantules obtenues 3 mois apres la mise en culture, pour C. canephoro (C2 
et C3) et C. congensis (Dl) (en pourcentage). 
MILIEUX Mi2 Mi3 Mi4 ’ Mi5 Mi6 
c* ccYnephofu 24 72 40 - - 
C. congensis 9 6 25 93 61 
Par cette etude portant sur plusieurs descendances a I’lntkieur d’une meme 
espece, ou plusieurs especes tres differentes de cafeiers, nous pouvons ainsi avoir une 
idee global8 du comportement In v/tfo d’embryons de cafeiers en germination. La 
mise au point d’un protocole n&esslte un milieu favorable, pour le maximum 
d’especes sauvages et cultivees du genre CorWa. Contrairement a la grand8 disparite 
observe8 entre des especes ornementales par Fischer & Zimmer (1988). notre 
protocole nous a permis, jusqu’a present de faire germer avec SUC&S, une quinzaine 
d’especes du genre CoISo. 
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D. Dysfonctionnement du m&ist&ne apical du g. conaenas 
Le developpement des embryons de cafeier en plantule est parfois bloqué par 
I’arret de I’actMte merlstematlque du p6le caulinaire. Ce dysfonctionnement a surtout 
6te observe avec les embryons immatures de C. congensis (tableau 12). 
Les embryons concernes ne présentent apparemment aucun probleme pour le 
developpement de la radicule qui s’enfonce dans la gelose. Mais lorsque la plantule 
redressee est placee à la lumiere, les cotytedons restent blancs et ne s’ouvrent pas : 
le fonctionnement de I’apex caulinaire reste bloque. L’apex seche, et la neCrose 
descend ensuite rapidement le long de I’hypocotyle, puis la plantule meurt. 
Tabteau 12 : FF. quence de plantules presentant un apex blanc Yans les differentes 
mises en cultw ,de C. congensis 
Origines Date Embryons Embryons Effectif % Apex Milieux 
Immatures Matures blancs 
Dl 1.87 X 148 16 
D2 12.86 X 62 28 
D3 6.88 X 40 25 Mi7 
D4 7.89 X 56 21 Ml9 
03A (‘1 11.89 X 70 2 Ml9 
Cette difference de comportement semble lice au manque de maturr- 
physiologique des embryons preleves dans les graines dont l’albumen est encc 
pateux. 
Un phenomene similaire CY et& observe par lvanecko & Pretova (1980) avec la 
culture d’embryons provenant de graines immatures de cerisier. Les auteurs ont note 
une frequence de 11 % de plantules sans pigmentation des cotyledons. 
VI. CONCLUSIONS 
Le developpement de l’embryon zygottque Isole necessite l’allongement 
radiculaire, le redressement de I’hypocotyle et l’ouverture des cotyledons. Ces 
differents stades de developpement conduisent à la formation de la plantule dont on 
bouture la tigelle feuillae, dans les trois mois environ qui suivent 1. mise en culture. Par 
ailleurs, nous observer aussi d’autres comportements moins fc -rbles : blocage du 
démarrage radlculaire, necrose de I’apex radiculaire, callo$ 3se ou expansion 
demesuree des cotyledons. Leur frequence varie en fonction des substances de 
croissance, des sels mineraux ou des especes. 
* ori&?ine 03A : hmange de gminesplev&s dam la couection de Diw, rawe7nblant cinqpopldalions de c. con& en 
pmvcnance de Rkpublique Cenwa~aine 
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Cette etude nous a permis de preciser plusieurs points concernant la mise en 
culture a partir d’embryons zygotiques isoles : 
- L’efficacite de la desinfection donne un tres bon taux de reussite pour la 
mise en culture d’embryons preleves dans les graines matures ou ‘immatures. 
- L’observation du deveioppement de l’embryon in vttro montre que son 
deroulement passe par les memes etapes qu’au germolr, avec cependant 
un gain de temps appreciabie. 
- Les conditions d’environnement les plus favorables sont : - la mise en culture 
d’un embryon par tube; - i’obscurite pendant le premier mois de culture 
- La composition des milieux de culture (sels min&aux et substances de 
croissance) a une grande l’influence sur la germination de l’embryon et le 
deveioppement de la piantuie. 
- ii existe des particuiarit& de comportement pour certaines especes, surtout 
observees avec C. congensis 
- L’État de maturite des graines joue un grand raie sur le deveioppement de 
l’embryon en plantule 
Cette 6tude nous a donc permis d’etablir un protocole experimentai precise ,en 
annexe C. 
En comparaison avec les resultats des autres auteurs, plusieurs points sont a 
souligner : 
- La desinfection est tres efficace, sans utilisation de substances comme le 
chlorure mercurique (Colonna, 1971), substances dejâ jugees trop toxiques 
par Sondahi et u/. (1981). 
- L’imbibition des graines matures en petits lots separes, pendant au moins 
24 heures, a permis de reduire les risques de contamination generaiisee. 
- La composition hormonale preconis6e par Sondohl et cri. (1981) n’a pas 
donne les meilleurs resuitats, et cela en particulier avec C. congensk espbce 
dont le deveioppement est plus ou moins rapidement bloque. 
Notre protocole a et6 applique avec succes aux deux sortes de graines, soit 
seches et matures, soit immatures, pour de nombreuses autres espkes de cafeier 
(voir liste des esp&zes introduites en collection dans le chapitre mat&iei et metiodes). 
La mise en culture est tres rapide et ne necessite qu’un suM minime pour eliminer les 
tubes infectes. Les rbserves nutrWes du milieu (sels mineraux du 65 et 20 8.1-l de 
saccharose) permettent de maintenir les piantuies dans leur tube pendant au moins 
six mois. Nous obtenons à chaque fois le deveioppement d’une piantuie par tube, ce 
qui permet ensuite soit i’etude de la descendance de l’arbre mere, soit i’identtfication 
genotypique des echantiiions d’une population. 
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Etude du comportema t des mi43oboutur6s 
Etude du comportement des microboutures 
Dans cette partie nous observons le comportement des microboutures de 
cafeiers placees en conditions in vitro. Ce comportement depend des techniques et 
des conditions environnementaies liees à la culture in vitro, mais aussi de facteurs 
specifiques propres à I’explant. Cette etude compare d’une part les divers elements 
constituants des milieux : sels mineraux. sources de nutrition carbonees, regulateurs de 
croissance et agent geiifiant, et d’autre part les conditions d’environnement liees à la 
culture in virro comme ie fiaconnage et la temperature des chambres de culture. Les 
microboutures de la collection servent comme matkiel de base pour I’etude 
physiologique du comportement des vitroplants, permettant d’observer les exigences 
nutritionnelles de la plante en rapport avec les différentes phases de croissance et de 
développement. 
Dans un premier temps, le materiei vegetal est cultiv8 sur deux milieux simples 
depourvus de substance de croissance, dans des conditions de culture standard. Ceci 
permet l’expression spontanee de la morphogenese. Cette situation est 
‘particuli&ement favorable à la stabilite genetique et convient a l’entretien d’une 
vitrotheque. 
De tels milieux n’assurent pas la survie de tous les genotypes. La recherche s’est 
Orient&e alors vers l’utilisation de la W, cytokinine de synthese et reguiateur de 
croissance exogene juge indispensable pour la multiplication (Custers, 1981 ; Sondahi 
et a/.. 1985). Cette hormone favorise le developpement des bourgeons. dans les 
processus de multiplication intense, où elle est utilisee d tres forte concentration. Dans 
notre cas, nous allons determiner les concentrations minimales indispensables d 
i’etabiissement d’un milieu standard d’entretien, permettant un taux de survie maximal 
des genotypes, sans entraîner pour autant une trop forte vigueur de croissance. 
L’action de cette hormone Mont relativement rapide, les observations sont iimitees aux 
six premieres semaines suivant le repiquage. 
Dans notre cas, il s’agit aussi de porter 0 six mois, voire un an l’intervalle de 
temps entre deux repiquages sur milieu frais. Par voie de con&quence, nous 
recherchons les differents facteurs qui reduisent la croissance des microboutures. 
L’influence des substances de croissance (AlB ou BAP) est etudiee à des 
concentrations relativement faibles. Le rUle des reserves nutritives disponibles est 
envisage au travers de la concentration en saccharose ou en elements mineraux du 
milieu. L’effet de la temp&ature des chambres de culture est aussi pris en 
consideration. 
Pour I’etablissement de la vitrotheque nous definissons, en fonction des resultats, 
les implications physiologiques des techniques utilisees dans les procedes de 
multiplication intense ou de conservation des souches. 
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1. COMPORTEMENT DES MICROBOUTURES DE CAFEIERS CULTIVEES IN V~?O 
SUR DES MILIEUX SIMPLES 
Dans un premier temps, nous allons comparer I’evolution du comportement 
global apres 5 et 9 mois de culture, sans repiquage, sur deux milieux simples, ne 
contenant aucune substance de croissance. Ensuite nous ferons une etude descriptive 
plus détalllee de I’etat des microboutures apres 9 mois. 
A. Conditions expérimentales 
Quatre espèces sont comparees : C. sessilifora (Gl), C. pseudozanguebcvfue (62). 
C. //&erica (G5) et C. cane@ora (C7). Le nombre de microboutw oar espece et par 
traitement est fonction du materiel vegetal disponible et VL’ 3 de 13 à 30. A 
l’installation, les mlcroboutures ont toutes leur bourgeon terminal et au moins trois 
noeuds, dont les deux superleurs sont feuilles ; leur taille varie alors de 1 a 1,5 cm. 
Les mlcroboutures sont maintenues in vitro, sans repiquage pendant 9 mois, sur 
deux milieux de composition minerale differente. L’un (Milo) contient les elements 
mineraux du BS de Gamborg (1968). l’autre (Mil 1) ceux du Murashige & Skoog (1962). 
Les caracteres qualitatifs observes a 5 et à 9 mois, sont la survie, la croissance 
caulinaire (estimee en notant la hauteur des microboutures), la presence de racines, 
le jaunissement et la chute de la paire de feuilles basales. 
A neuf mois, les caracteres pris en compte sont les suivants : 
. La croissance caulinaire, estlmee en notant la taille des microboutures, par 
rapport à leur taille initiale (infetieure à 2 cm), en deux classes. : 
0 - 2 cm : on ne note pas de croissance 
2 - 4 cm : croissance de la tige 
. La dominante apicale et la multiplication du nombre des tigelles en liaison avec 
la necroSe de I’apex principal, notees comme suit : 
Xhrs : Ramification sans necrose de I’apex principal. 
Xhm : Ramification avec necrose de I’apex principal. 
Xirno : Necrose totale apres ramification. 
. Le jaunissement et chute de la paire de feuilles basales 
. L’enracinement 
. La presence de cal à la base de la microbouture 
. La survie en decomptant les microboutures mortes. 
98 
Etude du ctnnm t des microboutures 
6. R&ultats 
1. COMPARAISON DU COMPORTEMENT A CINQ ET NEUF MOIS 
L’andys8 fOCtOri8it8 d8S Correspondances decrit i’&oiution du Comportement 
des microboutures entre cinq et neuf mois. Deux facteurs independants expliquent 
respectivement 61 et 23 % de la variabiiite obsetvee. Le premier oppose globalement 
i0 CrOiSSOnC8 a Cinq mOiS 8t Cdie a n8Uf mOiS (Figure 14). ii r8preS8nt8 18 reSUitOt de 
i’C2Ctivite metabOiiqU8. L8 deuxi6m8 facteur reflet8 l’aptitude I’hizOgen8 8t OppOS8 18 
comportement d&iCi8nt du C. pseudozangueborloe (62) sur le milieu de Murashige et 
Skoog (Mil 1) aux autres comportements. 
Selon C8tt8 approche, IeS CarOCtereS ObS8rVeS S’8XpiiqUent fOCii8m8nt. Ainsi, la 
presence d8 racines demande une impOrkJnt8 Octivite et une aptitude à 10 
rhizogenese. La croissance par eiongation de la tige (2-4 cm) resuite d’une grande 
vigueur et d’un enracinement pr~aiabie de la microbouture. La mortaiit~ a pour 
Origine une forte croissance associ68 à une faible rhizogenbse. Ceci est 
particuii&ement vrai pour C. pseudozanguebar/ae. Enfin, le jaunissement et la chut8 
des f8UiiieS basaies 8St, dans C8tt8 8Xpki8nC8, un CCNOCt&e piuS ii6 b 10 vigueur de 
croissance qu’une expression pr&oce de la mortaiitk 
L8 temps COnStitU8 10 principal8 source de diversite ObS8n&8 dans la CrOiSSOnCe 
des microboutures (Figure 14). La frequence des tigelles en croissance passe en 
moyenne de 8 CI 45 %, entre cinq et neuf mois. Les taux moyens d’enracinement et 
de Chut8 des feuilles doublent pour atteindre respectivement les valeurs de 20 % et 
41 %. En gh-hrai, la rhizogen&e s’exprime plus faiblement que la croissance 
CCYUiinOir8. La survie, toutes especes confondues, est d8 100 % à cinq mds. Elie 
diminue ensuite i&g&ement pour Ot’t8indr8 80 % à n8uf mois. 
Les comportements des especes different essentiellement par la croissance de la 
tige et l’enracinement (tableau 13). Tout d’abord, C. pse&~zanguebarkre (62) se 
distingue par le d&~quiiibre 8ntr8 ces d8UX COrOCt&8S : fort8 6iOngOtiOn de i0 tige et 
faible 8nrOCinem8nt. L8S trois OUireS 8Spk8S diffdr8nt eniT8 8ii8S par l’OCkit de 
croissance gh&aie cauiinaire et rOdiCUiOir8. Elie est forte pour C. s8ssI/If/ora (Gl), 
moyenne pour C. canephorw (C7> et relativement faibie pour C. lhwka (G5). 
Tableau 13 : Comportement des microboutures des differ8nt8S especes, moyenne des 
observations fOit8S à 5 8t à 9 mois sur i8S d8UX milieux confondus (en pourcentage). 
c. p8eudozangusbaria8 c, se8silh7oRl c. canephora c. llbe~ 
MicrobwtumMc 
croire do Ir tige 31 33 25 14 
Microboutum 
rnmcin4e8 6 25 16 11 
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CROISSANCE DE IATKIE 
Figure 14 : Evolution entre 5 et 9 mois du comportement de microboutures de cafbier : 
C. sessilifloT0 (WI, C. pseudozanguebarioe (621, C. lbeticu (GSI et C. cunephora (C7); 
sur les milieux Mil0 (B5 de Gamborg) et Mil 1 (Murashige et Skoog). 
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L’effet des milieux est en generai nui, exception faite pour 
C. pseudozanguebafiue (62) (tableau 14). A neuf mois la bonne croissance des tiges 
(46 %) associee au tres faible enracinement (4 %) entraîne une plus forte mortalité 
(67 %> sur Je milieu contenant tes sels mineraux de Murashige & Skoog (Mil i). 
ToMeau 14 : Comportement des microboutures de C. pseuaozangue&a!fue (621, apres 
cinq et neuf mois de culture sur les milieux Mil 0 et Mil 1 (en pourcentage). 
Miliwx 
§urvir (%) 
Mioroboutum avso 
oroissanœ de la tige (%) 
Microboutum l nrachhs (%) 
Microboutum avec ctwm dos 
feuilles (%) 
StiS Onwlr 
Mil0 MT11 Mil0 Mill 
100 100 87 33 
0 0 79 48 
8 0 12 4 
21 17 87 23 
2. OBSERVATIONS COMPLEMENTAIRES A NEUF MOIS 
De nouveaux caracteres : presence de cals, multiplication du nombre de 
tIgeIles, necrose de I’apex caulinaire principal, s’ajoutent aux precedents. 
Le comportement observe est alors decrit par trois facteurs independants. Deux 
facteurs sont dej0 connus : la vigueur de croissance et I’aptttude a la rhizogenese. 
Leur importance relative est ici inversee par rapport à i’anaiyse precedente. 
L’activite metabolique explique en grande partie la ramification de la tige par 
perte de la dominante apicaie. Cette ramification est effectivement tres deveioppee 
chez les deux esp&ces a forte croissance C. sessNf/om et C. pseudozonguebarlcre 
tableau 15). Le C. cunephom, au deveioppement plus reduit, montre une dominante 
apicaie moyenne avec quelques bourgeons axiliaires debourres. Enfin le C. /iberku, 
tres lent b crottre, ne presente aucune ramificatton. 
Tableau 15 : Comportement des microboutures de differentes especes apres une 
subcuiture de neuf mois, sur les deux milieux (en pourcentage). 
c. psswbrangus9ariss c. et9ssii~m c. oanephra c. liberfoa 
Tige8 ramifibes (%) es’ 8lP 22b P 
chute dœ feuilles (%) 30’ 38a fdJ 3sa 
Apex principal n6crosb (%) 88a 88b 1sC 2sk 
Pr4senoe de cal (%) 19 0 4b 0 
Les espbs non significativement diffbentes entre elles pour les caractbres obse&s, au seuil 4ust6 de Q = 0,05, sont 
sutie de la m8me lettre 
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Figure 15 : Comportement, apr& 9 mois de culture sur les milieux Mil0 (B!5) et Mil 1 
(MS), des microboutures de C. seMif/otu (Gl), C. pseudozanguebariae (62). C. liberica 
(G5) et C. cunephora (C7). Plan factoriel 1-3. 
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L’observation des cals cicatriciels permet d’affiner I’interpretation du facteur 1. 
Celui-ci oppose deux formes de morphogenese : la cailogenese et la rhizogenese. II 
explique aussi en partie la chute des feuilles, particulierement forte chez 
C. canepnofa (63%). Ainsi, la chute des feuilles apparaît comme spWfique’ de 
certaines souches de cafeiers, elle n’est donc pas â prendre en compte pour decrire 
ou apprecier I’etat de survie d’une microbouture. 
Le trolsieme facteur represente la necrose de I’apex principal et des 
ramifications, probleme biologique frequemment rencontre en culture In vitro 
(Figure 15). Le milieu contenant les sels mineraux de Murashige et Skoog (Mil 1) 
favorise tres significattveme! ia necrose des bourgeons caulinalres. (Tableau 16). Part 
ailleurs, ce caractere apparaît aussi comme un facteur propre CI certaines esp&es. 
C. pseudozanguebarae y est le plus sensible (58 %). 
Tableau 16 : Effet de la composition minerale sur le comportement des microboutures 
apres neuf mois de culture, toutes especes confondues (en pourcentage). 
L’examen des tubes a aussi permis de remarquer la presence d’embryons 
somatiques formes sur le cal cicatriciel à la base de deux microboutures de 
C. canepI?ora (C7), placees chacune sur un des deux milieux. 
C. Conclusion 
L’État general d’une microbouture apres un stockage in vitro de 9 mois est la 
resultante de trois facteurs indepenc!~nts : 
- la faculte de survie en culture in vttro, qui est en rapport avec la 
rhlzogenese et en opposition à la callogenbse; 
- la vigueur de croissance lice aux caract&istlques speclfiques du materiel 
vegetal qui s’exprime par la cauiogenese (6longation, ramification ou par 
opposition dominante apicale); 
- la reaction de necrose de l’apex due au milieu. 
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GAxdlement, la croissance et le developp~~ment des microboutures sont Ii; lU 
fonctionnement de trois zones meristématiques qui entraînent les diffe, ïnts 
comportements obsew&s’ : 
a) ActMt6 mklst6matique caullnaire 
(1) Croissance de la tige 
(2) Perte de la dominante apicaie avec le debourrement des 
bourgeons axlllalres 
(3) Necrose de I’apex principal 
(4) Chute des feuilles basales 
b) AciWt6 m&ist6matlque radlculalre 
Enracinement 
c) ActMt6 m&ist6matlque indlff6rencl6e 
(1) Callogenese 
(2) Parfois suMe d’une differenciation meristematique ulterieure vers : 
(a) Bourgeonnemënt adventif 
(b) Embryogenese somatique 
Cette etude montre que l’on observe un taux de survie acceptable pour la 
plupart des génotypes etudies, apres un délai de stockage de 9 mois, mis à part le 
C. pseudozanguebariae. Sur le milieu contenant les sels minéraux preconises par 
Murashige et Skoog, cette espece presente un taux de mortalité trop important pour 
permettre la poursuite, à plus long terme, du stockage. Par ailleurs, les différentes 
especes mises en comparaison se distinguent nettement par leurs comportement: 
specifiques, la vigueur de croissance, la dominante apicale ou la faculte dE: 
rhizogenese. D’une façon generale, le comportement recherche, pour le maintien des 
microboutures en collection in vitro, est caracterise par une bonne survie et un faible 
taux de multiplication, Sur le graphe représentant le plan l-2 (fig. 15) ii se situe, par 
~ exemple, dans la zone proche de l’enracinement. En consequence, nous retiendrons, 
pour la conservation des cultures, un milieu totalement depourvu de regulateur de 
croissance favorisant la formation des tiges et des racines, mais pas des cals, comme 
c’est ici le cas du Mil0 base sur les cléments mineraux du BS de Gamborg. 
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II. EFFETS DE LA BAP 
A. Au cours d’un cycle de mulfiplicatlon 
Dans un processus de multiplication, les repiquages sont relativement frequents, 
B intervalles de un a deux mois. La date d’obsetvatfon choisie de six semaines 
correspond a la fin d’une subcuiture. Dans un premier temps, nous etudions i’effet 
global de la @AP sur le comportement de la microbouture. Ensuite, nous decrivons plus 
particuii&ement la perte de la dominante apicaie, engendree par cette hormone, a 
la fin des quatre premieres semaines. 
1. CONDITIONS EXPERIMENTALES 
Les milieux utilis& ont en commun les éléments mineraux de Murashige & Skoog, 
mais different par leurs concentrations en 6AP, reparties de 0 à 3 mg.i’l. ils ont 6% 
compares dans trois essais compiementaires (tableau 17). 
..:... 
TabbalJ17: Tableau recapitulatif des trois essais reaiises sur cinq milieux à 
concentration en BAP croissante 
Concentrations Milieux 
en BAP Mill Mil2 Mil3 Mil4 Mil5 
mg.Ï’ 0 0,l 0,3 1,o 3,o 
pM 0 0,4 1,33 $4 13,3 
Essai no1 X - X X 
Essai no2 X X X X 
Essai no3 X X X X X 
Les trois essais different aussi par les espdces mises en comparaison 
(tableau 18). Seule la descendance de C. racemosa est commune aux trois 
exp&imentations. Dans le premier essai on compare trois descendances de 
C. cane-m et dans le troisterne trois cuitivars de C. atwbka. 
105 
Etudeduwmportsmen t des màcroboutures 
Figure 16 : Effet de la concentration en BAP, dans l’essai n”2, sur le comportement des 
microboutures de cafklers, apr& 6 semaines de culture sur les milieux contenant 
respectivement 0; 0,l; 0,3 et 1,0 mg.Ï’ de EN. 
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Tableau 18 : Especes mises en comparaison pour observer I’inffuence de la SAP, dans 
les differents essais. 
ESPECES et VARIETES Essai no1 Essai no2 Essai no3 
c. mcemoso X X X 
c. con8phoro X X 
c. Iiberico X 
C. congensh X 
c. ps8udozcYnguetw~ X 
c. se.wfh X 
C. urubko cv. Mokka de Tahiti X 
C. arub/ca cv. Kaffa X 
C. a~~bka cv. Caturra amarillo X 
Le mat&lel vegetal se pr&ente sous forme d8 mlcroboutures, plac68s dans des 
tubes à essai pour faciliter les ObS8WtiOnS. 
Pour les deux premiers essais sur le comportement en general, les effectifs par 
genotype sont respectfvement de huit et six individus par traitement. Les observations 
sont faites au bout de slx semaines sur les coract&es suivants : 
l Enracinement 
l D&eloppement des bourgeons axillaires 
l Formation de wbalai de sorcl&ew (uniquement dans l’essai no21 
* Formation de cal à la base d8 la microbouture 
l Bourgeonnement adventlf sur le cal. 
L’analyse factorielle des correspondances a et& appliquee ou tableau des donnees. 
Pour le trolsieme essai, nous avons pour chaque genotype 9 repetitions par 
traitement. La reponse à la BAP y est evalu6e en notant uniquement le nombre d8 
bourgeons axlliaires developp& chaque semaine pendant le mols qui suit le 
repiquage. 
2. RESULTATS 
a) Infkrence sur le cornportem+3nt ghn&al 
Les microboutures sont soumises, quel que soit l’essai, aux deux memes facteurs 
principaux independants mis 8n evidence dans I’etude precedente sans BAP 
(Figure 16). Ainsi, nous retrowons l’opposition rhizogenese/callogen&e. Ce facteur 
explique en moyenne 74% de la varlabilite. Le deuxleme facteur, exprime la vigueur 
de croissance et ses consequences sur la croissance Caulinalre en g&IerUl (axes 
orthotrope et plagiotropes). Sur cet axe, on observe Jo repartitlon suivant8 : 
. pas de bourgeonnement 
. bourgeons axillaires 
, bourgeons axillalres + bourgeons adventlfs + balai de sorciere. 
Ainsi. la vigueur de croissance apparaît associee b la perte de domlnance apicale. 
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L’absence de BAP favorise l’enracinement (48 %>, La presence de cals est peu 
frequente (6 %). A l’inverse, la presence de BAP induit la formation d’un cal basa1 
cicatriciel (95 %), plus ou mois volumineux et inhibe la rhizogenese (2 0 12 %I 
(tableau 19). Ainsi, l’aspect qualitatif presence / absence se retrouve lie au facteur 
rhizogenese / callogenese (Figure 16). 
Tableau 19 : Effet de la BAP sur le comportement general de la microbouture à six 
semaines, toutes especes confondues (en pourcentage) 
MIUEUX Mill Mil2 Mil3 Mil4 
tIbetmwm P( BAF+ (mg.l") 0 0.1 0.3 1.0 
MIcrobouture rnradnbot (%) e 19 7bc 
Formation de cd (%) P Q4b Q5b QS 
Tigellrs rafnifi4ea (%) 5. 29b 45b 71= 
Fomwtionr on balai8 da rordba (%) 0 0 1P 49 
Bourgeonnemont rdvontif 8ur cal (%) 0 0 1P 3sb 
En revanche, l’aspect quantitatif, qui differencie les concentrations de BAP, 
concerne essentiellement la vigueur de croissance (tableau 19). Ainsi, la frequence de 
tigelles ramiftees augmente avec la dose de BAl? La proliferatlon des bourgeons 
axillaires, qui transforme la microbouture en “balai de sorci&e”, et le bourgeonnement 
adventif sont l’effet des plus fortes concentrations en RAP (1,O mg.Ï’). 
Tabkau 20 : Comportement moyen des differentes espkes, 
culture, tous traitements de BAP confondus, (en pourcentage). 
apres six semaines de 
C. wmphfa C. congensis C. pswdow7gmMae C. racmosa C. wssiitikm 
Micfoboutunr onmdnm (%) 31' 4o 4= 15b 12bc 
Tigellrs ramifibr (96) zs4 4# rrr 54b 79 
Formations on bahis da sordhe (96) 0 0 1* 4s 
Eburgeonnrmant adwntif 8ur cal (%) rp d 21b 2lb 1+ 
Les especes reagissent differemment à la BAP (tableau 20). Cette hormone 
exacerbe les dispositions naturelles. Ainsi, I’espece, C. libericu, à croissance tres lente, 
ne montre pratiquement aucune reaction avec nos concentrations, la seule repense 
Observ&e etant la presence d’un cal spherique de 3-5 mm de diametre à la base de 
la mlcrobouture. Les autres especes se distinguent entre elles par leur aptitude a 
l’enracinement et par leur vigueur de croissance propre. L’espece C. cunephom se 
remarque par sa plus grande aptitude à l’enracinement en presence de BAP. Elle 
s’oppose en cela b C. congensh et C. pseudozmgue~~ae. Les especes C. TocBTT)osu 
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et C. sessilifloro se caracterisent par une forte activite de croissance avec perte de la 
dominante apicaie et formation de balais de sorciere. Enfin, le bourgeonnement 
adventif est plus rare pour les deux especes de l’Afrique centrale, C. canephw et 
C. congensis, que pour les trois especes de l’Afrique de l’est : C. racemosa, 
C. sesslllfofu et C. pseudozunguebariae. De plus, ces trois dernières especes sont 
nettement plus sensibles b de faibles concentrations en BAP. 
Ainsi, ces experiences ont precise le role de la BAP dans i’organogenese des 
microboutures de cafeier. En premier lieu, la seule presence de BAP s’avere, pour la 
plupart des espkes, antagoniste de la rhizogenese. En second lieu, une 
concentration croissante stimule fortement le deveioppement des bourgeons axiilaires 
et la neoformation des bourgeons adventlfs qui apparaissent sur le cal basai. 
b) Influence sur le bourgeonnement axlllaire 
La concentration en BAP dans le milieu influe sur le nombre de bourgeons 
latents qui se developpent. Les premiers debourrements de bourgeons axiiiaires 
s’observent des la fin de la premlere semalne, mais c’est surtout au cours de la 
deuxieme semaine que la frequence augmente senslbiement. 
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figure 17 : Effet de la concentration en BAP sur le nombre total de bourgeons axiiiaires 
deveioppes, observe sur 20 microboutures de C. cwabka par milieu, en fonction du 
temps. 
En comparant les comportements au cours du temps (fig. 171, on remarque que 
pour les milieux à concentration inferieure ou egaie à 0,l mg.i’l, le nombre de 
bourgeons debourres reste faible. En revanche, les plus fortes concentrations (1 mg.i-1 
et 3 mg.i-1) provoquent une m9me repense rapide des les deux premieres semaines. 
Par la suite la vitesse de reaction s’affaiblit iegèrement. Enfin, le milieu 0 0,3 mg.lwl 
montre une ievee de la dominante apicaie lntermediaire tout au long des 
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4 semaines. La dominante apicale diminue donc en fonction de la concentration en 
BAP. 
Dans l’ensemble, b quatre semaines, les genotypes &Pondent de ta mQme 
maniere b l’augmentation de la concentration en BAP selon une fonction polynomiale 
du second degre. Les differentes concentrations expliquent 97% de la varlabilite 
observée dans le nombre de bourgeons axillaires débourrés ( R* = 0,97). L’equation 
, est la suivante: 
Y= -10,48 X* + 41,26 X + 515 
Cette equotion permet le calcul de la concentration optimale de BAP à utlllser, 
dans un but de multiplication, lorsqu’un maximum de bourgeons développés est 
recherche : dans ce cas, elle est égale à 2 mg.?. 
Si la forme de la réaction est commune b la plupart des origines, une 
comparaison sur l’ensemble des essais montre que son intensité differe (fig. 18). Ainsi, 
l’espèce C. liberku ne présente aucune reaction, tandis que la repense de 
C. canephoru reste tres faible. C. congensis et C. ulobicQ presentent une perte de 
dominante apicale moyenne, plus prononcée que chez C. cunephora, mais 
nettement inférieure à C. racemosa, dont les bourgeons axillaires se développent 
même en absence de BAP. Pour C. orubica, il existe aussi des differences entre 
cultivars. La reaction est plus faible, avec le Kaffa qu’avec le Mokka de Tahiti, le 
Caturra ayant lui un comportement intermédiaire. Enfin, C, sesslllforo est I’espece la 
plus sensible avec 100% de microboutures ramifiees des la concentration de 0,3 mg.l-1 
(soit 1,4 PM) de BAP (Mil3). L’espèce C. pseudozanguebariae a un comportement 
particulier. Sa réaction ne s’observe qu’d partir de 1,4 pM et augmente fortement 
ensuite. 
Figure 18 : Effet de la concentration en BAP sur le nombre de tigelles ramifiées selon 
les especes, après quatre semaines de culture 
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B. Au cours d’un essai de conservation 
Les observations faites avec les milieux sans substance de croissance ont montre 
l’impact de l’enracinement sur la condition physiologique et la survie des 
microboutures en conservation. 
1. EVOLUTION DE L’ENRACINEMENT AU COURS DES SIX MOIS DE STOCKAGE 
L’evolution de l’enracinement au cours du temps a fait l’objet d’une observation 
particuliere de l’essai 1 (tableau 171, qui nous permet de comparer le comportement 
des differents genotypes, sur les trois milieux utilises. 
a) Influence de la concentraflon en BAP 
Pour la plupart des espèces on observe une différence dans l’enracinement liée à 
la présence ou l’absence de BAP. Sans BAP l’enracinement debute lmmediatement, 
pour atteindre un taux maximal de 65 % des la 9- semaine. Sur les milieux avec BAP, 
l’enracinement présente un certain temps de latente (Figure -19). On observe les 
premières microboutures enracinees a six semaines. Leur nombre augmente 
régulièrement pour atteindre plus de 80 % au bout de six mois. A cette date, seul le 
taux d’enracinement obtenu sur le milieu à 0,3 mg.? de BAP (87 96) est significativement 
superieur à celui obtenu sur le milieu sans BAP. 
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Figure 19 : Taux d’enracinement moyen cumulé au cours des six mois de culture, pour 
les trois milieux et les quatre especes, selon la concentration en BAP. 
b) Influence de l’espdce 
C. congensis (Dl) se distingue des autres espèces de l’étude par un 
comportement tres particulier caracterisé par une très @gère élongation de la tigelle, et 
par un enracinement très réduit. 
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Figure 20 : Influence specifique sur l’enracinement observe pendant les six premiers mois 
sur le milieu contenant Q,3 mg.1’1 de BAP. 
La figure 20 permet de comparer le comportement des génotypes des differentes 
espèces etudiees, observe sur le milieu Mil3 de concentration moyenne en BAP 
CO,3 mg.l’l). C. canephora s’enracine très facilement et la réaction est assez rapide car 
dès la 9& semaine le taux d’enracinement est de 60 VO, pour atteindre 85 % dès’ la 
lb* semaine de culture. En revanche, C. liberica (G5) est une espece dont la 
rhizogenese s’exprime plus tardivement, après la 13& semaine. Cependant, cet 
enracinement se poursuit régulièrement au cours des derniers mois de culture pour 
atteindre un taux de tigelles enracinées de 75 % au bout de 6 mois. C. mcernosu (63) a 
un comportement intermédiaire, demarrant des la 9& semaine, et à l’image de 
C. liber& il se poursuit, au bout des six mois de culture. 
2. COMPORTEMENT GENERAL A SIX MOIS 
Le comportement des microboutures est décrit par huit caractères dont quatre 
ont déjà servi dans l’étude à six semaines (l’enracinement, le développement des 
bourgeons axillaires, le bourgeonnement adventif et la callogenèse). Les nouveaux 
caractères pris en considération sont : l’allongement de la tige réparti en trois classes 
(O-2 cm; 2-4 cm et 4-8 cm), I’embryogenèse somatique, la chute des feuilles et enfin la 
survie. 
Le comportement general est toujours soumis à deux facteurs principaux (fig. 21). 
La vigueur de croissance entrainée par la presence de BAP, nous est déjà connue 
(fig. 21a). En revanche, l’opposition Rhizogenèse / Callogenèse, visible à six semaines, 
n’existe plus. Elle est remplacee par un nouveau facteur représentant l’équilibre entre la 
caulogenèse et la rhizogenèse. L’augmentation de la concentration en BAP (1 mgJ1), 
oriente ainsi le comportement vers l’expression d’une plus forte caulogenèse au 
détriment de la rhizogenese. Ce deuxième facteur oppose principalement C. congensis 
aux autres espèces. 
L’influence de la BAP sur le développement des bourgeons axillaires, le 
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bourgeonnement adventtf et la callogenèse, n’est pas modifiee après six mois. En 
revanche, pour l’enracinement, comme nous l’avons vu précédemment, on note un net 
changement dans l’effet de la BAP : l’inhibition observée pendant les premières 
semaines est ainsi remplacee par une nette stimulation, surtout pour la concentration de 
0,3 mg.1’1. Sur les nouveaux caractères observes, hauteur des tigelles et formation 
d’embryons somatiques, on note une action favorable (tableau 21). De nombreuses 
microboutures mesurent 4 ou 8 cm, alors que les explants initiaux ne depassaient pas 
2 cm. En absence de BAP, la hauteur des tigelles reste faible avec 98 % des 
microboutures d’une taille inférieure 6 4 cm. 
Parfois, le cal cicatriciel, de la base de la tigelle des microboutures, devient 
embryogene. La pr&ence de BAP semble necessaire à cette différenciation, mais ce 
caractère n’est cependant expliqué par aucun des deux facteurs decrits (tableau 21). 
Tableau 21 : Effet de la BAP sur le comportement des microboutures à six mois, toutes 
especes confondues (en pourcentage) 
Concentration en BAP (mg.r’) 
Tigelles <4crn 
W) 
Microboutures EmbryogenBti 
enracinhs (%) somatique (%) 
0 98. 88. 0 
093 73b 87b w >.,I 
1 s2b 8o”b 38. 
Les concentrations non aigntficativemsnt diffhntes entre elles, au seuil (Y = 0,05, sont suivie d’une m8me lettre. 
:r r:: 
Le comportement des espèces varie aussi sous l’effet de la BAP (Figure 21b). 
C. congensis et C. racernosa ont des comportements proches à des niveaux d’activité 
différents. L’apport de la BAP favorise dans un premier temps l’expression de la 
caulogenèse, et à plus forte concentration I’activite meristématique. C. cunephora 
presente un comportement différent : les faibles concentrations augmentent la 
croissance ; les fortes favorisent la cauiogenèse. Enfin C. libericu ne montre pas de 
difference de comportement entre les deux concentrations. 
Tableau 22 : Effet spécifique sur le comportement des microboutures de caféiers, à six 
mois, tous milieux confondus (en pourcentage) 
Esphes de cafkiers Tigelles c4om 
W) 
Microboutures 
enracirhes (%) 
Survie (%) Embtyogenhs 
somatique (%) 
C. congensis 1w 4a 79LL ii 
c. liberica 1W 84b 1OOb d 
c. canephm 7Bb 83= 97b 38b 
C, racenwsa 7lb 83= 1OOb 0 
Les esphes non significativement diffkentes entre elles, au seuil <Y = 0,05, sont suivie d’une même lettre 
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a) 
b) 
Caulogenh 
Activàté tit mat~ue * 
Fo&ur 1: 53 % 
r CauIogenèse Facteur 2: .?2 % 
Gl 
1,l 
Activité méri~tématique 
\ 
b 
Facteur 1: S3 % 
Rhizogen&e 
Figure 21 : Effet de la BAP sur le comportement des microboutures de caféier, après 
une subculture de slx mois. Les trois concentrations 0 FM; 1,3 PM et 4,4 PM, sont 
respectivement représent6es par les chiffres 1; 2 et 3 dans la partie b) de la figure 
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Pour chacun des nouveaux caracteres etudies, on observe des effets 
génotypiques (tableau 22). Pour la hauteur des tigelles, on note une nette différence 
entre les especes. C. congensis et C. libetica, dont aucune microbouture ne dépasse les 
4 cm. Elles s’opposent en cela a C, cunephora et a C. racernosu. La presence de racine 
est toujours tres dependante de I’espece. C. liberica, au métabolisme relativement lent, 
présente désormais 54 % d’enracinement et seul C. congensis se distingue par le taux le 
plus faible (4 %). L’embryogen&e somatique s’observe chez C. cunephora C. congensis 
et C. liberico. En revanche cette differenciation n’apparaît pas chez C. facemosu. Le 
moindre taux de survie (79 %) est une caracteristique de l’espèce C. congensk, après 
une subculture de six mois. Enfin la chute des feuilles semble lice au comportement de 
C. congensis et d’une façon moindre de C. liberica soulignant l’effet du temps sur leur 
faible activite de croissance et leur manque d’enracinement. 
C. Discussion - Cbnclusion 
La BAP est une cytokinine exogène, obtenue par synthese et frequemment 
employee pour la multiplication Intense en culture ‘in W-o. Son efficacite est reconnue 
dans la plupart des cas pour faciliter le d&eloppement de bourgeons latents. Dans 
certains cas elle favorise aussi le bourgeonnement adventif sur cal. L’obtention de l’un 
ou l’autre effet depend de la concentration utilisée. Elle peut être utilisée pour la 
multiplication clonale et pour la conservation de la collection. 
1. ROLE DE LA BAP DANS L’ORGANOGENESE IN VITRO 
Skoog & Miller (1957) furent les premiers a mettre en evidence le @le de 
l’équilibre auxine/cytokinine exogène dans l’orientation de I’organogenese in vifro. En 
accord avec cette hypothese, le choix organogène est alors déterminé par la 
concentration relative de ces deux types de regulateurs de croissance. Une forte 
proportion cytokinine/auxine induit la formation d’axes caulinaires alors qu’une forte 
proportion auxine/cytokinine favorise la differenciation racinaire. II faut cependant 
noter que le developpement des bourgeons axillaires et le bourgeonnement adventif 
ne necessitent pas la présence de ces deux hormones dans le milieu de culture. Les 
besoins en régulateurs d,e croissance exogénes dépendent du niveau endogene 
présent dans les tissus de la plante, lequel est variable en fonction de la nature des 
tissus, de I’espbce et de la phase de croissance de la plante. La racine est, dans la 
plante, le site principal de la biosynthèse des cytokinines, alors que les tigelles 
produisent, elles, des auxines. La microbouture, formee d’une simple tigelle, contient 
donc tres peu de cytokinine : dans la majorité des cas, un apport exogene devient 
nécessaire, alors que la présence d’auxine n’est pas indispensable, quand on désire 
avoir une multiplication du nombre de tiges (Bhojwani & Radzan, 1983). 
La BAP a un effet antagoniste de la dominante apicale : en sa presence, les 
bourgeons axillaires entrent en croissance, en compétition avec celle de l’axe 
terminal, phénomène particulièrement remarquable pour certaines espèces comme 
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C. sessilif/orw, C. pseudozunguebufiue ou C. mcemosu. La dominante apicaie, tres 
importante pour d’autres cafeiers, est ici facilement reprimee en plaçant ces especes 
sur un milieu contenant 1 mg.Ï’ de BAP. 
Dans nos essais, la BAP joue un raie different selon sa concentration. Nous 
notons aussi une grande variabiiite dans les réactions en fonction des especes. Ces 
deux particuiarites ont dejà et6 rapportees par Nissen (1988) qui rapporte un effet 
genre et un effet espece dans les repenses observees en fonction de la dose de 
cytokinine empioyee. 
Par ailleurs, les microboutures de cafeier semblent avoir un taux d’auxine 
endogène suffisamment eieve pour permettre, durant les premieres semaines, 
l’enracinement observé sur le milieu depourvu de tout reguiaieur de croissance 
exogène (Mil 11, surtout pour le C, canephom. Cette espèce présente de même une 
bonne aptitude à l’enracinement des boutures en conditions horticoles. De plus, les 
taux d’enracinement obtenus avec le milieu Mil 1 et les autres milieux contenant de la 
BAP montrent clairement, dans un premier temps, comme Steniid (1982) le décrit, 
l’effet antagoniste de cette cytokinine sur la rhizogenese. 
Cependant, a six mois, la presence de la BAP, à la concentration de 0,3 mg.i-l, 
favorise l’enracinement des microboutures et provoque ainsi un meilleur equiiibre 
physiologique et une plus forte survie. Au bout de six, le milieu à la concentration 
intermediaire de 0,3 mg.1 -l de BAP se distingue avec 87 % d’enracinement, valeur 
significativement supérieure a celle observee sur le milieu sans BAP. La presence de 
BAP, 6 faible concentration, favorise donc l’enracinement à moyen terme. 
En présence de BAP, meme à faible concentration, nous observons une evoiution 
du cal cicatriciel. Certaines zones se différencient en devenant embryogenes. La 
prolifération du cal etant très iimitee, ii s’agit là au debut d’une embryagenèse de type 
primaire. Pour C. cunepbom et C. congensis, on observe parfois une prolifération 
ultérieure des cellules proembryogènes. ii s’agit alors d’une embryogenèse somatique 
secondaire à haute fréquence. L’aptitude des souches a former ainsi des embryons 
somatiques semble un caractere lié d’une part b la souche (pour C. cunephom par 
exemple, C2 est très prolifique alors que C3 en forme beaucoup moins), et d’autre part 
à i’espece considérée (ii n’a été note aucune formation embryogène avec 
C. racemosu], Michaux-Ferriere ef CI/. (1989) ont observe de même des différences de 
réactivité pour i’embryogenese somatique entre plusieurs génotypes de C. ura~ica. Dans 
notre etude, cette aptitude est nettement favorisée par la presence de BAP. 
2. UTILISATION DE LA BAP POUR LA MULTIPLICATION CLONALE 
Pour la culture du merisier, Riffaud & Cornu (1981) jugent la BAP indispensable à 
la formation et à la multiplication des bourgeons, son action étant cependant 
renforcée par la présence d’AiB. Pour la multiplication de la vigne, Reisch (1986) 
montre la plus grande efficacité de la BAP par rapport au sulfate d’adenine et a la 
kit-rétine. ici, l’adjonction d’une auxine, le pichioram ne favorise pas la multiplication 
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du nombre d’apex mais provoque par contre des malformations des tiges qui 
s’épaississent et des feuilles qui deviennent plus larges. Cet herbicide induit aussi, 
même à la tres faible concentration de 0,l PM, une caiiogenèse très active. 
Cependant, dans de nombreux cas, le taux de multiplication optimal a été 
obtenu sur des milieux contenant uniquement une cytokinine comme pour le prunier 
Garland et Stoiz 1981) ou pour le chataignier (Vieitez & Vieitez 1983).... 
En regie générale, la BAP donne un taux de multiplication relativement faible, 
par rapport aux autres cytokinines disponibles en culture in vitro (2-isopentenyiadenine, 
kinétine ou zeatine), et apparaît toxique lorsqu’elle est utilisee a forte concentration. 
Cependant cette molecule est la plus Utilis&e car elle est particulierement pratique 
d’utilisation, supporte aisement I’autociavage, est tres bon marche et presente une 
tres grande fiabilite. Par ailleurs, pour le C. arabica, l’étude comparative faite par Zok 
(1985) entre la BAP, la 2-isopentenyiadénine et la kinetine montre que cette première 
semble la plus efficace sur le taux de multiplication de tigelles. II obtient ainsi un taux 
de multiplication de 15 en 4 mois, avec une concentration de BAP a 10 mg.l‘l (44 
40 
II existe une concentration optimale en BAP pour l’élongation des “tigelles, 
combinee au débourrement de quelques bourgeons axillaires latents. Ainsi chez le 
châtaignier on observe une diminution progressive de I’elongation des tigelles avec des 
concentrations de BAP supérieures a 0,l mg.Ï’ (Vieitez & Vieitez 1983). 
3. INFLUENCE DE IA BAP DANS LE STOCKAGE DES CULTURES 
Dans notre étude, il est cependant preferable de choisir la qualité a la quantité, 
sachant qu’une augmentation des concentrations en cytokinine peut aussi entraîner 
une morphogenèse anormale. La perte de la dominante apicale s’accompagne du 
démarrage simultane des bourgeons situes le long du fragment de tige et de la 
formation de tigelles tres frêles, inutilisables pour l’obtention de microboutures 
individualisees et bien développées. Par ailleurs, une concentration plus elevée de BAP 
favorise la multiplication du nombre de tigelles, mais pas leur Qiongation ; les expiants 
formant des “balais de sorcière”, leur exploitation ultérieure devient impossible. Une 
réponse similaire a été observée avec des cultures de vigne (Lee & Wetzstein, 1990) 
sur des milieux à concentration croissante en BAP : si le taux optimal de multiplication 
est de 10 PM, les concentrations supérieures de 20 et 40 pM entraînent une diminution 
de la longueur des entre-noeuds, et provoquent en plus une mortalite plus élevée, 
Le choix des milieux 6 retenir est fonction du principal but recherché : maintien 
des microboutures le plus longtemps possible sur le même milieu, en espaçant au 
maximum les repiquages. II est par ailleurs dépendant .du comportement de l’espèce. 
L’entretien de la collection de microboutures, placée sur le milieu standard de 
culture (concentration en BAP de 0,3 mg.1“ soit 1,3 PM), est soumis à la contrainte de 
repiquages réguliers tous les 3 à 5 mois selon les espèces. Cette concentration est 
deja relativement faible, par rapport aux concentrations couramment utilisées dans 
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d’autres Eudes sur le caféier qui vont de 0,5 a 5 et parfois même 10 mg.Ï’ (44 PM) 
(Zok, 1986 ; Berthouly et a/., 1988). 
L’effet genotype joue souvent un grand rôle dans le choix de la concentration 
optimale. Dans le cas particulier des especes présentant une croissance trop rapide 
sur ce milieu Mi13, comme par exemple le C. rr~cemosa, nous utiliserons des 
concentrations en BAP plus redultes, afin d’éviter des repiquages trop fréquents. A 
I’oppo&, si l’on désire réaliser une multiplication du materiel disponible, l’utilisation de 
concentrations supérieures en BAP semble Indiqu&e. II ne faut cependant pas oublier 
les reactions defavorables de callogenese, de bourgeonnement odventif et de 
prolifération excessive des bourgeons axillaires, observees des la concentration de 
1,0 mg.1“ (4,4 PM) sur les microboutures de C. racemosa, C. canephora (C3 et C4), 
C. sess//if/orw et C. pseudazunguebar~ue. Pour la multiplication clonale de la vigne 
Reisch (1986) met en evidence des différences de réactions au sein même du genre 
VI% entre les genotypes hybrides et même entre les variétés des especes V. vinifera et 
V. lumbruscuncx Pour ce genre, la concentration de BAP optimale varie donc selon le 
materiel végétal de 5 PM (Reisch,1986) à 10 PM (Lee & Wetzstein, 1990). D’après Jona 
81 Vigliocca (1987) trois génotypes de pruniers, soumis à des traitements identiques, 
réagissent là encore par des comportements très différents : l’un s’enracine très 
facilement, le second présente un meilleur allongement caulinaire alors que le 
troisième ne s’enracine pas et que le developpement de sa tigelle reste bloqué au 
stade de rosette. Nous retrouvons donc pour ces autres espèces une grande 
variabilité génotypique de comportement. 
En conclusion, le milieu Mi13, qui malgré sa concentration relativement faible en 
BAP (0,3 mg.Ï’) permet cependant un bon taux de multiplication, semble le plus 
favorable pour le maintien en collection de l’ensemble des microboutures de cafeier 
disponibles. Cette valeur de 0,3 mg.Ï’ (1,3 PM) correspond à la fourchette de 0,l 
à 0.5 mg.Ï’, soit de 044 à 2,2 ~IV’, décrite comme optimale par Vieitez (1983) pour 
l’entretien de la prolifération des plantules de chataignier. Chalupa (1987) constate de 
même que la BAP stimule la croissance des microboutures pour la majorité des 
ligneux europeens. II préconise ainsi, pour la multiplication et l’entretien des souches, 
l’utilisation de concentrations relativement faibles, allant de 0,2 à 1 mg.Ï’, 
Les microboutures maintenues pendant six mois sur les milieux à faible 
concentration de BAP présentent, dans leur ensemble, une bonne survie. La 
concentration de 0,3 mg.Ï’ de BAP n’induit qu’une croissance modérée des tigelles, 
tout en favorisant l’enracinement. Elle est relativement faible par rapport à celle 
preconisée par Custers (1981) pour la multiplication intensive du C. urabicu (10 mg.Ï’). 
Par ailleurs, l’état géneral étant satisfaisant, il n’y a pas nécessite d’un repiquage 
immédiat. L’essai montre que la duree de conservation peut être prolongée au delà de 
six mois, 
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III. AUTRES FACTEURS mmuENçm~ LE COMPORTEMENT DES 
MICROBOUTURES 
Dans un premier temps, nous présentons les moyens de limiter la croiss’ance par 
réduction du métabolisme. Deux d’entre-eux se rapportent à la composition des 
milieux : concentration rbduite de moitié des sels minéraux et faibles concentrations 
en saccharose. Un troisième utilise la baisse de la température. 
Dans un deuxidme temps, nous étudions l’effet de I’AIB sur l’enracinement des 
microboutures, réaction favorable à la conservation en conditions limitantes (Kartha, 
1981 ; Galzy, 1985 et Sauer, 1985). Par la suite, nous testerons le Gel-Rite@, support 
gélifiant d&jjd utilise en phase de multiplication, pour d’autres espèces. 
Enfin, nous rapportons l’effet des conditions de culture utilisées pour le maintien 
de la collection de mlcroboutures, L’environnement physique de la collection en 
vitrothèque est observé sur des plantes cultivées en flacons, dans les conditions 
normales de culture : en chambre &Clai&e 12 heures par jour et maintenue à 27°C. 
A. Facteurs limitant la croissance 
1. CONDITIONS EXPERIMENTALES 
Le comportement en limitation de croissance et l’effet de I’AIB sont étudiés à 
raison de 24 microboutures, par milieu et par température. Dans cette Qtude, deux 
essais ont 6% réalis&, un premier avec des microboutures de Mokka de Tahiti, cultivar 
de C. urabicu, et un second, avec trois génotypes : le Caturra amarillo et le Mokka de 
Tahiti (cultivars de C. ura~&~) et I’Arabusta (hybride interspécifique C. arubku x 
c. cunephom). 
La concentration en sels min&aux de Murashige & Skoog (1962) est dans tous 
les cas rgduite de moiti& Les milieux de culture diffèrent par les concentrations en 
saccharose et en AIB à des doses de 1 et 5 PM (tableau 23). 
Tableau 23 : Composition des milieux de culture des essais de limitation de la 
croissance. 
Milieux 
Sels min&aux 
Saccharose (g.1“) 
(PM) 
AIB (PM) 
Mil7 Mil8 Mil9 Mi20 Mi21 
MS MS MS MS MS 
2 2 2 2 2 
0 5 20 5 20 
0 14,6 58,4 14.6 58,4 
1 1 1 5 5 
La concentrution de 20 g de saccharose par litre (58,4 mM) est suffisante pour 
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presente une nette reduction de la source carbonee. A l’extrême, le milieu Mil7 est 
depourvu de toute source carbonee. Cette demiere modification fait reference a un 
travail de Karlha et a/. (1981) qui a conserve, pendant deux ans, un cultivar de 
C, afab/ca, le HCatual”, sur un milieu similaire. 
Pour tester l’effet de la température, les microboutures sont soumises a une 
phase de preparation à la vie ralentie, susceptible de provoquer un enracinement et 
un debut de croissance. L’ensemble des plantules est ainsi placé au depart pendant 
un mois dans la chambre de culture a 27OC. Les microboutures sont ensuite 
transférees dans des chambres à deux temperatures dlfferentes : l’une à celle des 
conditions normales (27°C) et l’autre réduite (20°C). 
Le milieu sans sucre (Mi17) est commun aux deux essais qui different alors, pour 
chaque concentration en saccharose (5 et 20 g.1”) et pour chaque temperature, par 
la concentration en AlB et par les cultivars comparés (tableau 24). 
Tableau 24: Caractéristiques des essais mis en place pour I’etude des facteurs limitants 
la croissance. 
Essais 
no1 
no2 
Milieux Genotypes 
17 18 19 20 21 Mokka Caturra Arabusta 
+ + + + 
+ + + + + + 
Les observations faites apres une subculture de 6 mois portent sur le taux de 
survie, la croissance caulinalre par la formation et le développement de nouvelles 
paires de feuilles, l’enracinement, le jaunissement et la chute de la paire foliaire 
basale et enfin sur la presence de cal à la base de la microbouture. Les résultats sont 
traites par analyse factorielle des correspondances. 
L’effet de I’AIB, aux concentrations de 1 et de 5 PM, s’observe par la 
comparaison de resultats observés sur les deux essais. Les notations concernent une 
subculture de six mois du cultivar de C. ura~icu, le “Mokka de Tahiti”. 
2. RESULTATS 
Le comportement observé dans chacun des deux essais est soumis aux deux 
mêmes facteurs principaux. Le premier est lié à l’importance des reserves nutritives 
disponibles dans le milieu de culture, représentée ici par la concentration en 
saccharose (figure 22). Le deuxième décrit l’activité metabolique en rapport avec les 
deux températures de stockage. Selon cette analyse les deux facteurs étudies 
(concentration en sucre et température) ont, à six mois, des influences independantes 
sur le comportement des microboutures. 
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0 t20% 
Lcthdté lnét&oltque 
F~cfeu2:23% 
Figure 22 : Comportement des microboutures de caféiers en fonction de la 
concentration en saccharose et de la température, MiE represente le milieu standard 
d’entretien de la vitrothèque, placé en réf&ence 
a) Effet du sucre 
Les resultats observés dans le deuxieme essai montrent l’influence favorable du 
sucre sur la croissance des tiges, la presence de racine et la survie. La reprise de la 
croissance des tiges est d’autant plus élevee que la concentration en sucre est 
importante (tableau 25). L’enracinement, faible en moyenne (10 %> n’est favorise qu’à 
la plus forte concentration. Enfin, la survie diminue assez nettement en absence de 
sucre. 
Dans les deux analyses factorielles, l’aspect nutritionnel joue un rôle 
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ralentit significativement la croissance des tiges mais n’affecte pas le taux de survie. 
En revanche, en l’absence de sucre, le taux de survie diminue d’une façon trop 
importante pour que cette condition permette une conservation des microboutures en 
collection. 
Tab+eau 25 : Effet de la concentration en sucre sur le comportement des 
microboutures après une subculture de six mois, tous genotypes confondus (en 
pourcentage). 
Concentration en sucre Tiges > 4cm Micrboutures Survie 
(gl-1) w enracinees (%) (%) 
0 88 38 71a 
5 26b 5a 95b 
20 68= lob 95b 
x2 129,4 6,7 50,3’ 
DDL=2 P<O,OOl P<O.O5 P<O,OOl 
Les concentrations en sucre aux effets non significativement diffbrants entre eux, au seuil <Y = 0,05, sont suivies d’une 
mOme lettre 
Le taux d’enracinement et la survie de I’Arabusta sont superieurs à ceux des 
deux cultivars de C. CITobicu. 
b) Effet de kr tem~rature 
Après six mois, les microboutures presentent à 20°C une survie plus élevée et 
une elongation de la tige significativement inférieure, par rapport à celles observees a 
27°C (tableau 26). Quelques microboutures (5 %> reagissent à l’abaissement de la 
température par un jaunissement des feuilles basales qui chutent ensuite par 
abscission. 
Tableau 26 : Effet de la temperature sur le comportement des microboutures, tous 
génotypes confondus et pour les trois milieux après une subculture de six mois (en 
pourcentage). 
TEMPERATURE 
20°C 
27°C 
x2 
ddl=l 
Tiges > 4 cm Chute des 
(W feuilles (%> 
27 5 
41 1 
9,9 6,P 
P<O,OOl P< 0,05 
Survie 
NJ> 
91 
83 
6,6 
P<O,Ol 
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La diminution de la temperature entraîne un ralentissement de I’activite 
métaboiique et un meilleur taux de survie sur les milieux relativement pauvres en 
réserves carbonées. La chute des feuilles est ici un caractère favorise par le stress 
thermique provoque par la temperature de 20°C. Dans d’autres conditions ce 
caractere reflète un état de sénescence, qui serait ici provoqué par le ralentissement 
de l’activité des métisternes. Le cultivar @Caturra amarillon presente le taux le plus 
éleve de chute des feuilles. 
c) Effet de la dur&3 de consmvation 
Apres un an, le pourcentage de survie a dans son ensemble nettement baissé 
(tableau 27). Cette survie est favorisee par l’importance des &Serves nutritives 
disponibles dans le milieu de culture. L’abalssement de la température à 20°C est 
d’autant plus necessaire que la concentration en saccharose diminue. 
Tabkau 27 : Effet de la concentration en sucre et de la température de conservation 
sur le taux de survie des microboutures de cafeier après une subculture d’un an, 
toutes especes confondues (en pourcentage). 
CONCENTRATION EN SUCRE 
TEMPERATURE 0 g.l-1 5 g.1” 20 gs” 
20°C 25 46 57 
27°C 7 26 60 
(3 general : ~2 = 7,4; ddl=2; P<O,O5) 
L’Arabusta est, en moyenne, plus tolerant a la baisse de la temperature comme 
aux faibles concentrations en sucre. A l’inverse, le Mokka de Tahiti est nettement plus 
fragile. II n’existe pas d’interaction “genotype x température”. En revanche, 
l’interaction “genotype x concentration en sucre” est hautement significative 
(tableau 28). L’absence de sucre a un effet relativement plus dépressif sur I’Arabusta, 
génotype le plus vigoureux. 
Tableau 28 : Effet de la concentration en sucre et des génotypes sur la survie apres 
une subculture d’un an, les deux temperatures confondues (en pourcentage). 
CONCENTRATION EN SUCRE 
GENOTWES 0 g.1” 5 9.1” 20 g-l-’ 
Arabusta 37 73 89 
Caturra amarillo 10 25 35 
Mokka de Tahiti 0 10 50 
(x2 général : x2 =14,2; ddi=4; P<O,Ol) 
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d) Effet de I’AIB sur bnraclrtement en conditions Ilmltantes 
L’augmentation de la concentration en AIS joue un rôle, plus ou moins 
favorable, sur l’ensemble des caractères etudies. Cette auxine favorise principalement 
la callogenese et la rhizogenèse (tableau 29). La presence de racines est 
effectivement favorlsee par la présence d’AIB et l’augmentation de sa concentration. 
Notons aussi que le taux observe ici avec C. ura&a sur 5 PM d’AIB est semblable à 
celui observé pour I’Arabusta sur le milieu standard, depourvu d’AlB. 
Tableau 29 : Effet moyen de I’AlB, sur des microboutures de “Mokka de Tahiti”, après 
6 mois de culture (en pourcentage). 
Concentrations Tigelles 
en AIB bh4) > 4 cm (%) 
1 50 
!sllrvie 
(?4 
8s 
Microboutures 
enracinees (%) 
5 
Pr4sence chute 
de cals (%) des feuilles (%) 
l 
0 5 
5 17 62 23 31 31 
La concentration d’l PM d’AlB favorise Iégerement l’enracinement, par rapport 
au milieu standard, mais n’induit pas de cal. En revanche, avec l’ajout de 5 PM d’AlB 
on n’a pas note d’enracinement en l’absence de cal. En effet, au contact de I’AlB 
a 5 PM, certains explants forment a leur base un cal gris-brun, a croissance rapide qui 
précède l’apparition de racines trapues. Dans les mois qui suivent, ces piantules 
enracinées deviennent très vigoureuses, développent de larges feuilles et forment de 
nouveaux entre-noeuds. 
Enfin, la forte concentration d’AlB favorise l’expression de la callogenèse et de la 
rhizogenèse au detriment de la caulogenèse. Le nombre de microboutures de plus de 
4 cm est nettement plus faible (tableau 29). Les fortes concentrations d’AIB affectent 
aussi la survie et augmentent le nombre de microboutures dont les feuilles jaunissent 
et tombent. 
B. Effets du Gel-Rite@ 
1. CONDITIONS EXPERIMENTALES 
L’influence du Gel-Rite@ est tout d’abord observée sur la plupart des espèces 
de la collection, representées par des effectifs variables. Puis dans un deuxième essai, 
l’intérêt sur du Gel-Rite@ est teste pour sept taxons malgaches (C. berfrandi, C. millotii 
C. pervikunu, C. tetragonu, C. richurdii, C. vutovuvyensis, et d’un taxon identifié A 527), 
representés par 24 individus par traitement. Pour les observations faites sur les autres 
espèces en collection, les plantules sont d’effectifs variés. 
Dans les essais comparant l’effet des agents gélifiants du milieu de culture, nous 
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avons mis du Gel-Rite@ (2 6.1-l) à la place de I’agar (7 g.l“), normalement utilisé 
pour l’entretien des cultures de la vitrotheque. Le milieu de base est le milieu standard 
Mi13, contenant les sels mineraux de Murashige & Skoog, 90 mM (30 g.Ï’) de 
saccharose et 1,3 FM de BAP. Pour les microboutures malgaches, la culture <se fait en 
tube, tandis que pour les autres especes en collection, elle a lieu dans des flacons. 
Les notations se font à trois mois : croissance de la tige, repartie en trois classes 
(- de 4 cm; 4 à 6’cm et + de 6 cm) pour les espèces malgaches ; développement 
des bourgeons axillaires ; neoformations de bourgeons adventifs ; vitrification : chute 
des feuilles ; présence de racines ; formation d’embryons somatiques ; nécrose de 
I’apex principal ; liquefaction du milieu de culture et mortalité des plantuies. 
2. RESULTATS 
a) influence gbnbrale sur les espèces de la coiiectlon 
Cultiv&es sur le Gel-Rite@, les microboutures de la collection présentent, dans 
l’ensemble, une plus grande vigueur de croissance, qui s’exprime par une Aiongation 
très rapide des tigelles et par une couleur des feuilles nettement plus vert sombre, 
surtout pour C. congensls qui offre sur i’agar un aspect plutôt chlorotique. Le 
changement de comportement est remarquable pour C. liberica dont le repiquage 
devient Indispensable au bout de 4 mois. Le Caturra et le Mokka de Tahiti, varietes de 
C. umbicu et I’Arabusta, ont sur ce milieu des feuilles plus larges avec des entre- 
noeuds plus courts, on note des entre-noeuds de 0,2 à 0,4 cm contre 0,6 à 1 cm pour 
le C. cunephoru ou C. liberka. C. cunephoru est toujours plus vigoureux dans ces j 
conditions. 
Ce support favorise aussi l’enracinement, avec la formation de’ longues et fines 
racines porteuses de nombreuses radicelles, et l’apparition d’embryons somatiques, 
nettement plus rapide sur ce milieu : au bout de 2 mois pour I’Arabusta, de 3 mois 
pour C cunephora ou pour C congensis, 4 mois pour C. urubicu var. Kaffa. 
Chez certaines espèces (C. sessi/if/oru C. stenophylla et C rucemosu), de 
nombreuses feuilles de la base sont deformées et s’enroulent sur elles-mêmes. Leur 
limbe est d’un aspect succulent, vitreux et devient très cassant. II s’agit d’un 
phenomene de vitrification. 
Le C. Tocemosu et C. pseudozunguebufiae présentent un comportement tres 
particulier. Apres un premier allongement cauiinaire de l’expiant, le bourgeon terminal 
de chaque tige principale se nécrose, et par la suite, il en est de même pour les 
bourgeons terminaux de chaque tigelle secondaire. A la base de la microbouture, le 
cal cicatriciel augmente rapidement de volume. Ce comportement entraîne un début 
de mortalité des le troisième mois. Ce phénomène s’observe aussi, mais d’une façon 
beaucoup moins importante sur C. sessilifloru. 
On observe, aussi, une liquéfaction du milieu de culture au bout de trois mois 
pour C. pseudozungueburiue, C. rucemosu et certains C. cunephoru. Pour ces deux 
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dernieres especes les microboutures se sont bien allongées, la liquefaction du milieu 
ne pose pas de probleme majeur car les tigelles se maintiennent toutes seules en 
position verticale, soutenues par les bords du flacon. En revanche, pour 
C. pseudozunguebariae la croissance caulinaire des tigelles n’est pas toujours suffisante 
pour qu’elles soient toutes maintenues en position correcte. 
Dans ces conditions, l’intervalle entre deux repiquages est parltculierement 
réduit. II n’est que de 3 mois pour les C. cunepbora, C. sfenophylla. C. vafovavyensis 
(souche A308 K), C libericu et C. sessilif/ora, de 5 mois pour C. urabica ou pour 
I’Arabusta. L’état des souches de C. racemosu et de C. pseudozungueburbe ne permet 
pas de prolonger l’essai par d’autres repiquages sur ce même milieu qul ne convient 
pas à la conservation. 
b) Particulartt6 des espkes malgaches 
Les differentes espèces malgaches cultivées sur le milieu avec Gel-Rite@ 
présentent tout d’abord une forte croissance. Trois groupes ont et4 mis en evidence 
par classification ascendante. Elles se distinguent entre-elles en premier lieu par la 
hauteur de la tige principale (tableau 30). C. berfrandi et de C. fefragonu et 
C. pervilleanu n’ont pratiquement pas changé de taille. C. sp. A 527, C. millotii et 
C. fichurdii présentent une croissance caulinaire moyenne. C. vatovuvyensis se 
caractérise par la très forte élongation de sa tige principale, proche de l’étiolement. 
Pour cette demiere, plus de la moitié des tigelles a atteint le haut du tube, ce qui 
represente une hauteur supérieure a 8 cm. 
Tableau 30 : Caractéristiques des microboutures d’especes spontanées malgaches, 
après trois mois de culture sur le milieu Mil3 contenant 0,3 mg.? de BAP et solidifié 
avec 2 g.Ï’ de Gel-Rite@ (en pourcentage). 
Croissance de la tige Bourgeons Bourgeons Vitrification Chute des Mortalit6 F&ence 
-4 cm 498om t 6om axillaires adventifs feuilles des plantules de racines 
C. vakwabywnsis 0 8 93 87 4 25 13 0 8 
C. richardii 13 87 0 100 13 46 33 0 21 
C. millotii 33 67 0 100 25 21 0 0 0 
C. SP .A 527 50 33 17 96 0 54 0‘ 0 4 
C. petvilleana 54 46 0 71 0 13 50 4 0 
C. bertrandi 79 21 0 46 0 13 21 0 0 
C. tetragona 87 13 0 79 0 25 63 17 0 
Les trois espèces sans développement caulinaire sont aussi caracterisees par le 
manque de croissance en général, la chute des feuilles et par quelques cas de 
mortalite. C. bertrundi se distingue par le plus faible bourgeonnement axillaire qui ne 
touche que la moitié des explants et par des cals gris très volumineux qui occupent 
tout le diametre du tube sur plus de 2 cm d’épaisseur. C. tefrugonu présente des 
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entre-noeuds très courts, un aspect chlorotique avec des feuilles vert jaunâtre et un 
cal tres abondant gris mousseux et on note de la vitrification sur le quart des 
microboutures. C. pervllleana presente quant 6 lui peu de vitrification, quelques cas de 
mortalité et une forte chute des feuilles basales. Les autres feuilles sont bien vertes, le 
cal basa1 brun et d’un volume tres reduit. 
Les souches d croissance modérée (C. millotii et C. richcrnlii) se distinguent par 
une meilleure croissance des tiges, un bourgeonnement axillaire très important et la 
formation de bourgeons adventifs sur le cal basal. Elles se distinguent par les taux de 
chute des feuilles et d’enracinement. D’autre part, on observe le plus fort taux de 
déformations foliaires caract&istiques de la vitrification pour C. sp. A 527. Cette 
espece est cependant tres vigoureuse et simultanement au fort allongement de 
quelques tigelles, il se forme le plus sowent un cal basa1 volumineux et chlorophyllien. 
Du fait des particuiarites des espèces malgaches, vis a vis de leur 
comportement in vitro, chacune d’elles nécessite des precautions differentes. La 
similarité de comportement observée entre C. millofii et C. richardii peut être reliee au 
fait que, selon Charrier (1978), C. richardil est une race géographique appartenant au 
complexe Millotli. Par contre, C. sp. A 527, C. vufovcwyensis et C. pervilleanc~ “qui 
appartiennent a un même groupe d’espèces (la série Subterminalae) ont des 
comportements différents. 
Par ailleurs, les especes comparees proviennent de zones écologiques très 
variées. Les deux espèces qui s’opposent le plus par leur vigueur de croissance sont 
originaires de régions aux conditions très différentes : C. vatovuvyensh est originaire 
des forêts denses humides de l’est alors que C. tefrugonu est un cafeier des zones 
sub-arides, poussant sur des reliefs karstiques du nord-ouest (Charrier, 1978). Dans ‘les 
conditions de l’essai, C. vutovuvyensis, espèce hygrophile, apprecie tout 
particulierement la presence de l’eau libre, induite par la presence de Gel-Rite@ dans 
le milieu de culture, alors que C. fetrugonu dépérit. Nous considerons que la 
croissance demesuree du C. vatovavyensis impose un repiquage trop fréquent. Cette 
espèce pousse beaucoup moins vite sur un milieu sans BAP. 
En conclusion, bien que ces quelques espèces malgaches representent un tres 
faible échantillonnage de la diversite genétique de ce groupe, elles nous offrent 
cependant une image de la tres grande variabilité des comportements possibles, en 
relation avec leur adaptation écologique. 
C. Effets des conditions de culture 
1. CONDITIONS EXPERIMENTALES 
L’effet de l’environnement physique est noté sur les différentes especes en 
collection et cultivees dans des flacons soient : I’Arabusta, C. urubicu, C. cunephoru, 
C. congensis, C. libericu, C. pseudozungueburiue, C. rucemosu, C. sessiliflora 
C. stenophyllu et C. vutovuvyensis. 
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Les microboutures de la vltrothèque sont entretenues dans des flacons de 
120 ml, obtures par un bouchon vissant en aluminium. La fermeture a vis permet une 
bonne aération mais le couvercle d’aluminium diminue I’eclairement incident reçu par 
les microboutures, par rapport à celui reçu dans un tube, dont le capuchon est en 
verre. 
L’influence de l’environnement physique est noté sur des plantules maintenues 
sur le milieu standard Mi13. 
2. RESULTATS 
Ces flacons contiennent 20 ml de milieu Mil3 dans lequel on plante 4 à 6 
tigelles selon les especes, 4 pour C. canephom, C. fwcefnosa ou C. ambica et 6 pour 
les microboutures dont la taille des feuilles est plus réduite (C. pseudozanguebariae ou 
C. sessilif/om) ou dont la croissance est plus lente (C. liberica). 
L’épaisseur du milieu dans un flacon est d’environ 1 cm, ce qui laisse peu 
d’espace pour l’eiongation geotrope des racines comme cela s’observe dans un 
tube. Dans les flacons le volume d’air disponible (100 ml) au dessus du milieu est plus 
important que dans les tubes (50 ml), mais l’espace disponible par plantule, vu leur 
nombre,, est cependant nettement plus reduit. 
Les conditions de l’environnement (volume du récipient, espace et lumière 
disponibles par plantule) des microboutures sont donc assez différentes de celles dont 
elles disposent, quand elles sont reparties, une par tube, comme dans les essais 
réalisés pour étudier leur comportement in vitro. Cependant, les comportements 
observés sont dans l’ensemble assez semblables, 
Tableau 31 : Intervalle maximum entre deux repiquages de microboutures cultivees, en 
conditions normales de culture, dans des flacons de 120 mi, sur le milieu Mil3 solidifié 
avec de I’agar, en chambre de culture eclairée 12 heures par jour et maintenue a 
27°C. 
c. cYfcYbiccY 12 mois 
C. liberica 6 -8 mois 
C. congensis 6 - 8 mois 
C. canephora 4 - 8 mois 
C. rucefnosu 4 - 6 mois 
C. sessiliflom 3 - 5 mois 
C. pseudozanguebariae 3 - 5 mois 
On observe un enracinement dans les deux mois pour C. canephom, puis au 
bout de 3 à 4 mois pour C. congensis. Sur ce milieu standard Mi13, les taux de 
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multiplication les plus eleves sont ceux de C. racemosu, C. sessi/iUora et du Mokka de 
Tahiti, variete de C. ura&a. La croissance caulinaire du C. canephora (descendance 
C3) est très rapide tout comme celle du C. sessiliflora et du C. pseudozunguebariae qui 
nous obligent à repiquer sans delai (voir tableau 311, alors que C. liberica et 
C. congensis s’allongent beaucoup plus lentement. On note la formation d’embryons 
somatiques à la base des microboutures au bout de quatre mois pour C. canephora 
et six mois pour C. /iWYca et C. congensis. 
Avec le stockage à moyen terme, on observe souvent un dessèchement du 
milieu, qui se manifeste par la rétraction de la gelose qui se decolle du pourtour du 
flacon. Le volume global peut diminuer de moiti6 sans que certaines especes 
semblent en souffrir. On observe aussi des reactions différentes selon les origines. 
C. urabica forme des feuilles de dimension plus reduite, C. Noerica stoppe toute 
croissance et C. canephora présente une nécrose sur le pourtour du limbe foliaire. 
C. mcemosu est I’espece qui supporte le mieux cette situation : la croissance 
caulinaire s’arrête et les feuilles du bourgeon terminal forment une rosette alors que 
celles de la tige se dessèchent et tombent, la tigelle “s’aoûte” (en perdant sa couleur 
verte et pour devenir brun roux en durcissant). La croissance s’arrête et le C. rucemosu 
perd la plupart de ses feuilles, comme une espèce tempérée pendant la période 
hivernale, phénomène observe in situ pendant la saison sèche. Cette espèce presente 
ainsi en conditions naturelles une tres grande resistance à la secheresse (Chevalier, 
1946 ; Halle et Farla, 1973). Cet État est réversible, car il suffit de repiquer les tigelles 
sur un milieu frais pour voir se développer les bourgeons axillaires, situes tout le long 
de la tige, a l’aisselle des anciennes feuilles. 
IV. DISCUUON - CONCLUSIONS 
Lu fréquence des repiquages est dépendante de la vigueur de croissance des 
explants. Elle est très élevée dans les conditions normales de culture, mises au point 
pour assurer au taux maximum de multiplication. Si l’on veut diminuer le nombre de 
repiquages pour stocker le materiel vegetal, nous devons alors le maintenir en vie 
ralentie en lui imposant des facteurs limitant son activite de croissance. Ces différents 
facteurs sont des modifications de l’environnement dans les chambres de cultures 
comme la diminution de la temperature ou une réduction de l’éclairement, qui peut 
aller jusqu’à I’obscurite complbte dans certains cas. Ce sont aussi des modifications 
dans la composition des milieux de culture par une concentration moindre en 
élements minéraux en régulateurs de croissance ou par un ajout de diverses 
substances susceptibles de modifier la croissance, vers une réduction de celle-ci. 
Avec le maintien des cultures en conditions normales de croissance, de 
nombreux auteurs ont observé, soit une dessiccation des milieux soit une mortalité 
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Mvée due b un appauvrissement en Mments nutritifs. Dans le cas du maintien des 
tigelles de pommier à 26”C, le taux de survie au bout d’un an n’est que de 23 % 
(Lundergan et Janick 1979). II en est de même pour le poirier dont le stockage 
pendant un an à 28°C &duit le taux de survie à 8 96 (Wanas et a/., 1986). . 
Pour remedler a ce probleme, et surtout pour redulre le nombre de repiquages, 
Maene et Debergh (1985) preconisent de rajouter au cours de la culture, un 
complement sous forme de milieu liquide : l’eau et les divers elements (sucre, 
hormones, sels mineraux) necessaires à la survie de la piantule. Cette methode a deja 
et& employée avec SUC&S pour maintenir in vitro des plantules de fraisiers pendant 
6 ans a 4°C et à i’obscurite (Muilin et Schlegel, 1976). Les auteurs observent les 
cultures, regulierement tous les 3 mois, et rajoutent, SI necessaire et surtout en raison 
du risque de dessiccation, quelques gouttes de milieu nutritif. 
Dans notre étude sur le comportement des microboutures de cafelers 
conservees à moyen terme, c’est b dire 6 mois a 1 an sans repiquage, nous 
cherchons donc à atteindre en meme temps deux objectifs qui peuvent apparaître 
dans certains cas antagonistes : 
- ralentir ia croissance au maximum en jouant sur des modifications dans les 
milieux (regulateurs de croissance, source Carbon&e, support gélifiant des milieux 
solides) et sur des modifications de l’environnement dans les conditions de stockage 
(température minimale, diminution de l’éclairement), afin de limiter la croissance ; 
- prolonger la survie te plus longtemps possibie, afin d’être en mesure d’assurer 
une reprise de la croissance au moment du retour en conditions normales, en 
donnant tout d’abord au matériel vegetai une bonne préparation au stockage, puis 
suivant les modifications de l’environnement et des milieux, en limitant la durée de 
stockage en fonction du taux de mortalité. 
Nous allons discuter ici les effets produits par chacun des facteurs étudiés 
principalement selon ces deux objectifs. 
A. Modifications des milieux de culture 
1. INFLUENCE DE LA COMPOSITION MINERALE 
Dans un premier cas nous avons compare les compositions minérales du B5 de 
Gamborg ef a/. (1968) (milieu Milo) avec celle préconisée par Murashige et Skoog 
(1962) (milieu Mill), dans des milieux simples exempts de toute substance de 
croissance. Les éléments minéraux du 85 de Gamborg se sont avérés les plus 
favorables a la croissance caulinaire et au deveioppement radiculaire des 
microboutures au bout de 9 mois. En revanche, sur le milieu Mil 1 on a noté, dans 
l’ensemble, une activité métabolique bien moindre. 
Dans l’étude de l’influence de la concentration minérale sur le comportement en 
conservation, les microboutures, des deux variétés de C. urobicu, placées sur le milieu 
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Mi19, dont la concentration en éléments mineraux est celle de Murashige et Skoog 
diminuée de moitié, présentent, au bout d’un an un taux de survie peu différent de 
celui que l’on observe pour celles qui ont et& maintenues sur le milieu standard Mi13, 
dont la concentration en elements mineraux de Murashige et Skoog est normale. Dans 
ce cas la diminution de moiti& de la concentration en sels minéraux semble meme 
favorable â la conservation, puisqu’elle augmente le taux de survie dans certains cas. 
La concentration minérale preconisee par Murashige et Skoog (1962) serait donc 
relativement trop riche pour l’entretien in vitro des microboutures de cafeier. Kartha 
et a/. (1981) ont remarque de même, que le maintien des microboutures de caféier 
sur un milieu contenant les elements mineraux de Murashige et Skoog diminués de 
moiti& favorise l’enracinement, limite la croissance caulinaire (les microplantules 
enracinees ne mesurent que 3 b 4 cm au bout de 2 ans), mais ne reduit pas le taux 
de survie. 
La diminution de la concentration en cléments mineraux avait pour but de 
réduire la croissance comme cela a de@ et& montré par Schnapp et Preece (1986) 
avec des microboutures de tomate et d’oeillet, dont la hauteur des tigelles diminue 
tout comme l’allongement radiculaire. Cette méthode est aussi employee par Monette 
(1986) qui utilise le Murashige et Skoog dilué au quart pour maintenir un an des 
microboutures de khwi pendant un an à I’obscurite. Pour les Chrysanthèmes Prei!i~et 
Hoffmann (1985) diminuent la concentration de Murashige et Skoog qu’ils utilisent’ au 
tiers. 
La composition minérale de Murashige et Skoog peut aussi être modifiée, en 
,. ., 
partie seulement. Morigushi et Yamaki (1989) montrent ainsi que la diminution dë”‘la 
concentration des sels de nitrate d’ammonium, qu’ils utilisent au quart de la valeur 
initiale de la composition standard, permet de conserver à la température normale 
plusieurs especes du genre VMS avec de meilleurs resultats qu’en diminuant la 
température des chambres de culture. S’ils n’observent pas de difference de 
comportement pour Vifs vinifem, ils remarquent cependant une nette amélioration du 
taux de survie pour d’autre espèces, par rapport aux cultures sur le milieu dont la 
concentration en nitrate d’ammonium correspond d la valeur standard préconisée par 
Murashige et Skoog. En effet le taux de survie, observe au bout de neuf mois sur les 
deux milieux, passe, pour V. thunbergii et V. /ubruscc~, de 30 % sur le milieu standard à 
80 % sur le milieu modifié. 
2. INFLUENCE DES REGULATEURS DE CROISSANCE 
En accord avec les descriptions de George et Sherrington (19841, ces essais nous 
ont confirmé le rôle de la BAP dans I’organogenèse. Elle a des influences différentes 
selon sa concentration. Elle stimule fortement la formation de bourgeons, et devient 
antagoniste de la rhizogenèse pour les fortes concentrations. Elle a aussi une action 
stimulante sur le métabolisme ce qui entraîne un retard de la sénescence. Dans notre 
Qtude, l’absence totale de BAP provoque, pour certaines especes, une Importante 
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chute des feuilles basales. 
Son action sur I’activlte m&istematique montre qu’il existe une concentration 
optimale pour I’elongation des tigelles, combinee au débourrement de quelques 
bourgeons axillaires latents. Cette derniere observation correspond aux resultafs notés 
avec le châtaignier pour laquelle on note une diminution progressive de I’elongatlon 
des tigelles avec des concentrations de BAP supérieures a 0,l mg.Ï’ (Vieitez & Vieitez 
1983). 
La BAP joue aussi un role sur l’enracinement. Dès les premieres semaines, 
l’enracinement est favorisé. par le milieu dépourvu de BAP. Au bout de six mois les 
taux d’enracinement, observes sur les trois milieux sont relativement bons. Le milieu 
Mi13, contenant la concentration intermediaire de 0,3 mg.1“ de BAP, se distingue avec 
la valeur de 87 %, significativement supérieure à celle notée pour le milieu sans BAP. 
La présence de BAP, à faible concentration favoriserait donc l’enracinement à moyen 
terme. 
En présence de BAP, même à faible concentration, nous observons une evolution 
du cal cicatriciel. Certaines zones se différencient en devenant embryogenes. La 
proliferation du cal etant tres limitee, il s’agit là au début d’une embtyogenèse de 
type primaire. Pour C. cunepboro et C. congensis, on observe parfois une proliferation 
ultérieure des cellules proembryogenes. II s’agit alors d’une embryogenèse somatique 
secondaire à haute frequence. L’aptitude des souches à former ainsi des embryons 
somatiques semble un caractère lie d’une part à la souche (pour C. cunephoru par 
exemple, la descendance C2 est très prolifique alors que la descendance C3 en 
forme beaucoup moins), et d’autre part à I’espece considéree, en effet, il n’a 6th 
note aucune formation embryogene avec C. racernosu. Michaux-Ferr&e et a/. (1989) 
ont observé de même des differences de reactivité pour I’embryogenese somatique 
entre plusieurs génotypes de C. urabicu. Dans notre etude, cependant, cette aptitude 
est nettement favorisee par la présence de BAP. 
II apparaît de très nettes différences de comportement entre les souches, vis à 
vis de la BAP. Ces particularités s’observent aussi bien pour le fonctionnement des 
méristemes caulinaires et radiculaires que pour l’induction de I’embryogenese 
somatique. C. libeficu semble la moins sensible. En effet, pour cette espèce, les taux 
d’allongement des tigelles ou d’enracinement ne sont que très légèrement modifies, 
et pas un bourgeon axillaire latent ne débourre en présence de cette cytokinine à 
faible concentration. C. congensis perd toute dominante apicale, mais avec des 
tigelles qui ne s’allongent pas. C. canephoru et C. mcemosu réagissent au contraire 
par une forte augmentation de leur croissance caulinaire et par un bon enracinement. 
D’après Jona & Vigliocca (1987) trois génotypes de pruniers, subissant des traitements 
identiques, reagissent avec des comportements très différents : l’un s’enracine très 
facilement, le second presente un meilleur allongement caulinaire alors que le 
troisieme ne s’enracine pas et que le developpement de sa tigelle reste bloqué au 
stade de rosette. 
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Les microboutures maintenues pendant six mois sur les milieux d faible 
concentration de BAP présentent, dans leur ensemble, une bonne survie. La 
concentration de 0,3 mg.? de BAP n’induit qu’une croissance modéree des tigelles, 
tout en favorisant l’enracinement. Elle est relativement faible par rapport à celle 
préconisée par Custers (1981) pour la multiplication intensive du C. uraf&a (10 mg.Ï’). 
En comparaison, elle diminue l’activité metabolique des microboutures dont la 
croissance est ainsi limitee. Par ailleurs, I’etat général etant satisfaisant, il n’y a pas 
nécessité d’un repiquage immediat. II faut noter que la concentration intermediaire 
de 0,l mg.Ï’ est peut-etre la concentration minimale permettant d’éviter une 
sénescence trop rapide, tout en maintenant une forte dominante apicale au 
bourgeon principal. 
L’adjonction d’AIB n’a pas donné de résultats tres intéressants pour la 
conservation à moyen terme, les microboutures de caféier ayant, en sa presence, une 
tendance très prononcee a former des cals volumineux à la base des tigelles. Nous 
avons en effet observe a la suite de la callogenèse, une rhizogenèse developpant 
des racines courtes et trapues, suivie d’une importante croissance caulinaire, puis 
d’une forte mortalite due à l’épuisement des milieux. Si l’enracinement parait ‘très 
favorable au bon déroulement de la conservation, la présence d’auxine exogène, 
rajoutee dans le milieu de culture, ne semble pas indispensable. La concentration’de 
1 PM preconisée par Kartha et a/. (1981) n’a pas induit la rhizogenese attendue. 
L’enracinement recherche a cependant Qté obtenu dans d’autres conditions: sur le 
milieu standard, dont la concentration en BAP, relativement faible, n’est que, ’ de 
0,3 g.Ï’(1,3 C~M), soit sur des milieux dépourvus de toute substance de croissance;“‘où 
la plupart des genotypes s’enracinent d’eux-mêmes. 
Pour induire l’enracinement, Sondahl et a/. (1984) introduisent aussi de I’AIB a une 
concentration de 10 ÇM selon deux méthodes differentes ; soit la microbouture est 
placee sur un milieu à double phase, avec la supérieure contenant I’AIB en plus du 
milieu de base avec dans la partie inftirieure 2.5 9.1-l de charbon actif, solt la 
microbouture est posée 10 jours sur un pont de papier filtre, baignant dans un milieu 
liquide enrichi en auxine. Custers (1981) quant à lui, prefere induire la rhizogenese 
avec une autre auxine, de I’ANA, qu’il utilise a des concentrations relativement 
élevées (3 à 5 mg.Ï’). II obtient d’ailleurs le plus souvent des racines courtes et 
trapues. Cet auteur observe cependant pour cette même auxine que la concentration 
de 0,2 mg.? est suffisante pour l’induction racinaire si les microboutures sont placées 
à I’obscurite pendant les 3 premieres semaines de culture, et que cette concentration 
plus faible n’inhibe pas par la suite l’allongement racinaire. 
Par ailleurs on observe que sur les deux milieux exempts de tout regulateur de 
croissance, l’un basé sur les cléments mineraux de Gamborg (Milo), l’autre sur ceux 
de Murashige & Skoog (Mil 1), les taux de survie à 5 et à 9 mois sont assez Qlevés. Sur 
ces milieux la croissance caulinaire, relativement faible mais fonction de I’espece 
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(12 % pour C. /iberIcu et 71 % pour C. pseudozungueboriae), n’impose pas une 
fréquence des repiquages trop élevée. Ces deux caracteres. observés au bout de 
9 mois de culture, sont particulierement interessants pour la conservation de 
microboutures a moyen terme. 
Quelques auteurs conservent ainsi leur cultures sur des milieux exempts de toute 
substance de croissance, sans observer une baisse trop importante du taux de survie. 
C’est le cas de la vigne, Conserv&e 14 mois sans subculture par Galzy et Compan 
(19881, des microboutures d’arbres australiens (Wiltiams et Taji, 1987) ou des arbres 
fruitiers des régions temperées (Druart,l985). Cette methode de conservation permet 
d’assurer au maximum la stabilité génétique, facteur particulièrement important pour 
la conservation du germplasm in vitro. 
3. INFLUENCE’DE LA SOURCE CARBONEE 
Plusieurs auteurs ont tenté de reduire la quantité de sucre apportée dans le 
milieu de culture, dans le but de réduire l’activité métabolique du matériel végétal. La 
concentration de saccharose la plus couramment utilisée est de l’ordre de 30 g.Ï’ 
(concentration proche de 0,l M). Kartha et a/. (1981) l’ont completement supprimé, ce 
qui leur permet d’observer l’enracinement des microboutures de caféier. D’autres ont 
réduit la quantité disponible à 15; 10; 5 voire 3 g.1“ de saccharose. Pour Schnapp et 
Preece (1986) seule la concentration de 5 g.1“ permet d’observer une diminution de 
la croissance caulinaire comme de l’enracinement des microboutures de tomate et 
d’oeillet. Pour Westcott (1981a), la concentration de 10 g.Ï’ permet une adaptation 
des explants de pomme de terre qui survivent ensuite sur un milieu totalement exempt 
de saccharose. Et cette même concentration de 10 g.Ï’ est suffisante pour maintenir 
in vifro pendant deux ans et demi, 40 génotypes de chicorée (Mix et Frese, 19881, le 
milieu étant renouvelé tous les deux ou trois mois. En revanche, pour le rosier 
(Langford et Wainwrigth, 1987), l’absence de sucre est letale, après deux subcultures 
de quatre semaines chacune. La valeur de 10 9.1-l semble être la limite inférieure en 
dessous de laquelle la croissance et l’activité photosynthetique des tigelles baissent. 
Cette diminution des réserves carbonées disponibles dans le milieu pour la 
plante entraîne, dans certains cas une activité photosynthetique de fixation du CO2 
de l’atmosphère. En effet, Galzy et Compan ‘(1988) maintiennent les cultures de vigne 
en vie ralentie sur un milieu contenant 3 g.Ï’, et en comparant les dosages des 
glucides du milieu avec I’evolution du poids frais des microboutures au cours du 
stockage, ils observent que la quantité de sucre prélevé par la plante dans le milieu 
de culture est faible ou nulle. Par ailleurs, avec des microboutures de rosier, Langford 
et Wainwrigth (1987) montrent qu’une reduction de la quantité de saccharose 
disponible dans le milieu, et ce jusqu’à la limite inférieure de 10 g.Ï’, semble entraîner 
une augmentation de l’activité photosynthétique in vitro. Mais les auteurs soulignent 
que ces microboutures de rosier meurent sur un milieu sans sucre. Elles sont donc 
incapables de se maintenir et de se développer par une croissance 
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photoautotrophique. Dans le cas rapporté par Kartha et a/. (1981) tes plantules de 
cafeier enracinees semblent elles, Qtre capable de survivre sur un milieu sans sucre, 
ayant apparemment développé une photosynthese active. 
4. INFLUENCE DE L’AGENT GELIFIANT 
La forte croissance Observ&e, avec l’introduction du Gel-Rite@ dans le milieu de 
culture, peut etre due 6 la présence du glucose et CI celle des éléments minéraux 
(sels de Calcium, de Potassium et de Fer), qui s’ajoutent au complexe minéral de 
base défini par Murashige et Skoog (Scherer et a/., 1987). Cette forte augmentation de 
croissance peut etre aussi le resultat d’une meilleure diffusion des elements nutritifs 
comme du regulateur de croissance, Ici la BAP a 0,3 mg.1“. le Gel-Rite@ étant 
beaucoup moins compact que I’agar (Scherer et ul., 1987). Dans une etude sur la 
conservation in vitro de nombreux arbres australiens Williams & Taji (1987) ont observé. 
de meme, une plus grande vigueur sur Gel-Rite@ que sur agar, vigueur permettant 
une meilleure survie des microboutures stockees a 28°C comme à 10°C. Pour les 
microboutures de pommiers, Pasqualetto et a/. (1988) montrent aussi que la présence 
de Gel-Rite@ favorise I’elongation des tigelles et augment leur nombre, par rapport 
aux milieux contenant de I’agar. .1 
Bomman & Vogelmann (1984) le montrent, dans leur étude sur Picea ubies, que 
les deformations et perturbations physiologiques que l’on resume sous la 
dénomination de vitrification peuvent Qtre favorisees par la presence de Gel-Rite@. 
Pasqualetto et a/. (1988) soulignent aussi le taux eleve de vitrification observe avec le _. 
Gel-Rite@ sur des microboutures de pommier, alors que ce phenomène est ,tres 
rarement note avec I’agar. De meme, dans notre etude ce phenomene n’a eté 
observe qu’avec ce nouveau support gelose. .4 
Par ailleurs, les molecules d’eau, associees dans la constitution du gel aux 
molécules du Gel-Rite@, sont beaucoup plus nombreuses et moins solidaires de 
l’édifice que dans le cas d’une gélification avec de I’agar. Cette plus grande 
disponlbilite de l’eau semble particulierement favorable à la plupart des C. cunephora 
et surtout au C, congensis et au C. liberca et qui poussent, en conditions naturelles, 
dans des conditions ecologiques similaires par leur taux d’hydrométrie 
particulierement élevé : forêt tropicale humide et bord des cours d’eau (Berthaud et 
Gulllaumet, 1978). A l’opposé, cet exces d’eau libre peut aussi être la cause du 
comportement observé avec C. rucemosu et C. pseudozungueburiue qui poussent sur 
des sols bien draina& et sous des climats moins humides (Halle et Farta, 1973 : 
Betthaud et a/., 1980). Cette différence de réaction entre les espèces a aussi été 
montree par Turner & Singha (1990) sur les rosacees et par Williams & Taji (1987) sur 
des arbres australiens. 
En conclusion, étant donne la vigueur de croissance observée avec lu plupart 
des especes sur qui implique des repiquages beaucoup plus fréquents, la vitrotheque, 
mis à part quelques espèces plus fragiles comme C. congensis, sera conservée à 
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moyen terme sur des milieux solidifies avec de I’agar. Cette espece presente de 
nombreuses difficultés de croissance et donc de survie sur ce le milieu standard 
solidifié avec de I’agar. Pour l’entretien de la vitrothèque, il est en effet plus simple de 
changer d’agent gélifiant que de modifier les combinaisons de sels minéraux. Certains 
auteurs maintiennent aussi leur plantules sur un support inerte comme la perlite en 
ajoutant les elements nutritifs dans un milieu liquide, dès la mise en culture et tout au 
long du stockage, à chaque fois que cela est nécessaire (Mix et Frese, 1988). Le Gel- 
Rite@ peut cependant être aussi favorablement utilisé dans le cas d’un besoin de 
multiplication plus intense des microboutures (mise en place d’essai, diffusion de 
germplasm) sans augmenter pour cela le taux de cytokinine rajouté au milieu. 
B. Modificutions de l’environnement 
1. EFFET DE LA TEMPERATURE 
Dans notre étude, le maintien des cultures 6 20°C a entraîné des modifications 
physiologiques jouant sur le comportement. On note dans un premier temps une 
baisse de l’activité métabolique qui est le but recherché et que l’on remarque surtout 
par une diminution de la croissance des tiges, puis, par la suite on observe une 
consequence moins désirable du stockage prolongé jusqu’à un an qui entraîne une 
nette baisse du taux de survie par rapport aux conditions normales de culture. 
Nous avons placé en comparaison deux variétés de C. urabicu : le Caturra 
amarillo et le Mokka de Tahiti et un hybride interspécifique, I’Arabusta. Le 
C. urabicu est une espece de caféier qui est originaire des zones forestières tropicales 
d’altitude. Elle vit donc en conditions naturelles à une température moyenne annuelle 
de 20°C, avec des températures nocturnes relativement basses de l’ordre ‘de 10°C 
(Alègre, 1959). Cet auteur considere cependant qu’une temperature constamment 
inférieure à 16°C lui est préjudiciable. La température de conservation choisie ne 
permet d’observer qu’un taux de survie relativement faible pour les deux variétés de 
C. urabicu. Alors que cette espèce du genre Cofieo est a priori capable de supporter 
cette température sans dommage en conditions naturelles. Les conditions in vitro 
demandent donc une température supérieure à celle des conditions naturelles, pour 
assurer une conservation sans entraîner une mortalité trop importante. Les dégâts 
provoques par temperature de stockage de 20°C sont mis en evidence par nos 
observations faites au bout d’un an, alors que, sur une durée limitée à quatre mois, 
d’autres études montrent que des températures nettement inférieures semblent 
apparemment bien tolérées, que ce soit 8°C (Thill, 1984) ou 12°C (Jouve et a/., 1991). 
A l’opposé, après 12 mois de stockage à 20°C I’Arabusta présente un taux de 
survie tres élevé par rapport au C. urubicu. Ce comportement peut provenir d’une 
part de l’hérédité due à son parent C. urubicu et d’autre part, 6 la grande robustesse 
dont cet hybride fait preuve, en cas de sécheresse dans les conditions naturelles 
(Capot, 1972). ,- 
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Si I’Arabusta supporte sans dommage apparent cette température de 2O”C, 
pendant au moins un an, ce n’est pas le cas pour C. arabjca qui est pourtant a priori 
l’espèce la plus toierante aux basses temperatures, étant donne son origine 
ecoiogique de plante tropicale d’altitude. Ces essais preiiminaires ont portés sur 
C. ambka et sur I’Arabusta, mais non sur d’autres especes du genre COI%~ 
disponibles dans la vitrothèque comme C. canepnora ou C. libetica, espèces qui 
poussent elles dans des régions sans grande variation thermique. En effet, si 
C. arabka peut présenter In vivo une relative adaptation aux basses températures de 
son aire de culture, ce n’est pas forcement le cas pour la plupart des autres espèces 
de cafeiers. 
D’une façon genéraie, on considbre que la temperature minimale de stockage 
est directement iiee à i’&coiogie de la zone géographique d’origine de la plante 
considéree. Les plantes originaires des regions au climat tempéré presentent une plus 
grande résistance naturelle au froid, alors que les plantes tropicales y sont d’ordinaire 
nettement plus sensibles. En effet, les plantes tropicales et subtropicales presentent un 
dysfonctionnement physiologique, quand elles sont exposees à des températures 
basses mais non gelantes de l’ordre de 10 a 12°C. Ces différents dommages 
physiologiques ont été decrits par Lyons (1973) qui les rassemble sous la dénomination 
de “chiiiing injury”. Les plantes sensibles a ce phenomene présentent, lorsqu’elles sont 
soumises a ces températures, une accéieration de la respiration qui precbde 
l’apparition de taches necrotiques. Le “chiiiing injury” provoque surtout des 
modifications de la permeabiiité membranaire, ce qui perturbe le metaboiisme 
cellulaire en rompant les equiiibres physiologiques entre les solutés et les enzymes 
cytopiasmiques. Wilson (1987) nous precise que les modifications apportées sont 
d’ordre tres generai. ii note que les aiterations membranaires, provenant :‘de 
changements apportés dans la composition en lipides et en acides gras, entraînent 
par ailleurs des modifications dans les échanges hydriques ou dans la structure du 
cytosqueiette. 
Ce phenomene s’observe aussi en conditions in vitro et, pour ces plantes, 
Banerjee et De Langhe (1985) fixent les limites inférieures de 15” à 18°C. Ainsi la 
temperature optimale de conservation pour le pommier ou le cerisier est de 4°C alors 
qu’elle est de 10°C pour le grenadier originaire de zones temperees relativement plus 
chaudes (Wiikins et a/., 1988). Cela confirme les observations faites par Monette (1986) 
sur le kiwi qui se conserve bien à 8°C mais dont le taux de survie baisse tres fortement 
apres une conservation de 6 mois à 4°C. C’est encore le cas des arbres australiens 
qui supportent une conservation d’un an a 10°C à la iumiere mais qui présentent des 
nécroses avec un stockage à des temperatures inférieures. Pour le manioc la 
température idéale de conservation est, selon i’equipe de Roca ef a/. (1982), de 20- 
22°C par rapport aux 28°C des conditions normales de culture. Cette diminution est 
relativement faible mais, elle est cependant efficace pour ralentir la croissance et 
permettre le stockage. Westcott (1981a) montre aussi que les variations d’origines 
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écologiques peuvent avoir une influence sur le comportement in vitro observé entre les 
differentes especes d’un mQme genre, ici le genre Sobnum. Les meilleurs taux de 
survie pour une conservation d’un an a 2°C sont obtenus avec deux especes 
naturellement tolérantes au froid, alors que les autres especes survivent. mieux 
lorsqu’elles sont stockees a une temperature de 6°C. Mais il faut aussi cependant citer 
le contreexemple du taro, plante tropicale, que Starltsky et a/. (1986) conservent 
pendant 3 ans a 9°C. _ 
Par ailleurs, le stockage b temperature reduite est particulièrement mieux 
supporté quand on reaiise des rechauffements Intermittents. Dans le cas du genre 
Solunum Westcott (1981a) preconlse une alternance de temperature entre le jour et la 
nuit de 12°C pendant les 16 heures d’eclairement, suivi de 6°C pendant les 8 heures 
de la phase d’obscurite. II observe alors un taux moyen de survie de 83 % au bout 
d’un an. De meme, un rechauffement périodique des cultures à 18”C-22”C, pendant 
48 heures toutes les deux semaines est necessaire, si l’on veut consewer le taro à 3°C 
à l’obscurité pendant 2 ans (Staritsky et CA, 1986). 
Dans certains cas une simple diminution de la température de stockage permet 
d’observer un ralentissement de. la croissance qui autorise une conservation de plus 
longue duree. Radatz et Standke (1978) montrent ainsi qu’une baisse de la 
température de stockage des microboutures de pommes de terre de 20°C à 2-7°C 
permet de conserver des boutures de noeuds pendant un an sans repiquage. Par 
contre, dans le cas du Cinchonu, Hunter (1986) montre que la baisse de température 
n’est Support&e que si elle est accompagnee d’une modification du milieu. II montre 
ainsi que plusieurs especes du genre Cinchonu ne peuvent survivre près d’un mois à 
6°C que si les milieux contiennent en plus 2 a 4 % de mannitol. 
Une température de stockage trop basse peut aussi provoquer, pour les plantes 
tempérees, des réactions physiologiques proches de la vernalisation. On peut ainsi 
observer avec une temperature de conservation de 16OC. une induction florale 
prematuree des plants de chicorée, alors qu’à la temperature de 18-20°C le stockage 
peut durer deux ans et demi (Mix et Frese, 1988). 
Une methode de conservation in vifro, par diminution de la température des 
chambres de culture, nécessite une tolérance a ces conditions extrêmes, ce qui n’est 
pas forcément, une adaptation possible pour des espèces tropicales. Par rapport aux 
conditions normales d’entretien, la diminution de température doit donc être 
modérée, suffisante pour induire un ralentissement de la croissance, mais 
nécessairement relativement faible pour éviter le “chiliing injuryl’. 
2. EFFET DE LA LUMIERE 
Certains auteurs choisissent de diminuer l’intensité lumineuse afin de ralentir le 
métabolisme genéral. Dans une optique de stockage à moyen terme la présence de 
la lumière semble jouer un rôle très favorable. Nous conservons les tigelles feuillees car 
la présence concomitante des feuilles et de la lumière peut permettre, tout en évitant 
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l’étiolement, une autotrophie, du moins partielle, comme cela a été montré sur le 
cafeier (Kartha ef a/., 1981) et sur la vigne (Galzy et ul., 1988). Ainsi, dans notre etude, 
les microboutures de cafeier maintenues en collection ont toutes ou moins deux 
paires de feuilles bien développées. 
De nombreux auteurs ont montre que la lumiere n’est pas indispensable pour la 
conservation à très faible température comme par exemple (-3°C pour les Prunus 
(Marino ef a/., 1985), a 1°C pour le pommier (Lundergan et Janick, 1979) ou a 4°C 
pour le fraisier (Mullin et Schlegel, 1976), dont les cultures sont stockees avec succes à 
I’obscurite totale. Cependant pour une température de 8°C la présence de lumiere 
apparaît comme un facteur favorable à la conservation de ces memes tigelles de 
Ptunus (Marlno ef a/., 1985). L’intensité de I’eclalrement est donc directement lice à la 
température de conservation. Ainsi le stockage realise a des temperatures 
relativement basses, necessite une très faible Intensité lumineuse comme Sauer (1985) 
le montre dans le cas du cerisier en plaçant les microboutures sous un eclairement de 
50 iux pendant leur stockage a 2°C. En revanche, les températures de l’ordre de 
10°C à 15°C sont mieux supportées avec un éclairement des chambres de 1000 lux 
comme Banerjee et de Langhe (1985) l’observent pour la banane. L’inter& 
lumineuse est ici diminuee d’un tiers par rapport aux conditions normales. 
Par ailleurs, à ces températures de conservation, la présence de la lumière 
semble jouer un role favorable, car I’activite metabolique n’est pas totalement arretee 
et la croissance caulinalre continue. L’éclairement des cultures permet alors de limiter 
I’etiolement des tigelles. C’est ainsi que la vigne (Galzy, 1985), les pommes de terre 
(Mix 1982) ou différents arbres australiens (Williams et Taji, 1986) sont conserves in:‘vnrO 
dans des chambres eclairees. 
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Cryoconsetvufion 
Cette troisieme partie présente les observations faites, et les ameliorations 
apportees a la conservation de souches embryogènes à la température de l’azote 
liquide. Cette technique permet la conservation à long terme du materiel végétal, 
déjà introduit en conditions in vitro. La méthode employée s’inspire de celle mise au 
point pour la cryoconservation des méristèmes d’oeillet (Dereuddre et a/., 1987). 
Nous rappelons tout d’abord brievement nos resultats concernant les premieres 
observations de reprise de I’embryogenèse secondaire sur des embryons somatiques 
de C. arabica. Puis, nous procédons d un suivi histologique des embryons isoles et des 
amas embryonnaires, au cours des differentes phases du protocole de la 
ctyoconservation. Cela nous permet d’observer la structure d’ensemble des souches 
embryogènes, les effets du prélèvement, du pretraitement et de la congélation et 
enfin le mode de reprise de I’embryogenesé secondaire apres la congelation. 
Nous réalisons ensuite une étude de l’influence de différentes phases du 
protocole sur le taux de reprise par embryogenèse secondaire. Nous étudions en 
premier lieu l’effet des différentes phases de la préculture (concentration en 
saccharose et en DMSO) sur des embryons temoins non congelés, avant d’évaluer 
leur efficacité cryoprotectrice. Nous observons ensuite l’influence des methodologies 
expérimentales de plusieurs facteurs du post-traitement, 
Les travaux suivants sont réalisés sur des souches embryogènes provenant de 
deux espèces du genre Coffea : C. arabica et C. canephora. Selon les essais, les 
précisions, concernant le matériel utilisé, seront données dans le texte. 
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1. PREMIERES OBSERVATIONS DE REPRISE D’EMBRYOGENESE SECONDAIRE SUR 
DES EMBRYONS ISOLES DE c. ARABICA, APRES LEUR CONGELATION 
A -196°C 
Un essai pkiiminaire (voir article l’annexe FI appliquant la m&hode mise au 
point pour la cryoconsewation des mkistèmes d’oeillet (Dereuddre et a/.,1987), a 
permis d’observer les premières reprises de néoformations embryogènes sur des 
embryons somatiques de cafbiers, après leur congélation dans l’azote liquide. 
A. Rappel de la m&hode 
Les embryons préiev& sont d’une taille suffisamment rbduite pour pouvoir 
supporter tout le processus de cryogénie sans subir trop de lésions. La m&hode 
utilisée pour la cryoconsetvation des embryons somatiques comprend plusieurs 
étapes : 
Au cours du prétraitement, une prkuiture de 24 heures, à 27°C sur un milieu 
solide, enrichi en saccharose (0,75 M), est suivie d’un traitement ctyoprotecteur de 2 
heures, b 2O”C, dans un milieu liquide lui aussi enrichi en saccharose (0,75 Ml et 
contenant en plus 5 % de DMSO. 
Le refroidissement est lui aussi réalis& en deux temps. Un refroidissement lent de 
0,5 oC.mn-1, mené jusqu’d la température de -4O”C, pr&Qde l’immersion des 
ampoules cryobioiogiques, contenant les échantillons, dans l’azote liquide. 
Apres un rkhauffement rapide de 2 mn dans un bain thermostat& b +4O”C, les 
embryons sont transf&& en boîte de Petri sur un milieu solide de même composition 
que celui de la prkuiture (en particulier pour la concentration en saccharose). Les 
boîtes de Petri sont placées dans la chambre de culture éciair&e. Les jours suivants, 
les embryons sont repiqués sur des milieux dont la concentration en saccharose est 
progressivement abaissbe jusqu’à la valeur initiale de 0.1 M. 
B. R&ultak observes 
Les embryons témoins, pr&raités, mais pas congelés, brunissent rapidement. Leur 
d&eioppement en piantuie est stoppé. Par contre, au bout de deux semaines, ils sont 
le siège d’une embryogenèse secondaire. Sur les embryons congelés h -196OC, on 
observe une reprise de i’embryogenèse adventive plus lente. En effet, les premiQres 
néoformations apparaissent après un temps de iatence d’un mois. La reprise se 
poursuit progressivement au cours des quatre mois d’observation. Le taux de reprise 
atteint est alors proche de 50 %. 
Afin de réduire le temps de iatence observé avant la reprise, on étudie tout 
d’abord l’effet des différentes phases du prktraitement sur le comportement de la 
souche. Les essais suivants &aiuent l’effet ctyoprotecteur des fortes concentrations en 
saccharose de la prkuiture, ainsi que celle de l’adjonction de DMSO. 
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11. SUIVI HISTOLOGIQUE AU COURS DES DIFFERENTES PHASES DU PROTOCOLE 
DE LA CRYOCONSERVATION 
Cet essai porte sur des cals embryogènes et des embryons somatiques de la 
souche E2 de C. cunephora. 
A chaque étape du protocole, on preleve un lot d’embryons qui est fixé puis 
coupé au microtome pour en faire l’observation histologique. Le premier lot est formé 
avec des embryons lors de leur prelevement sur le milieu standard a 0,l M. Dans cet 
essai les embryons isoles et les massifs embryogenes dont on étudie le comportement 
subissent une préculture de 24 heures sur un milieu enrichi à OS M de saccharose. Le 
deuxieme lot est prelevé a la fin de cette etape du prétraitement. Les embryons 
subissent ensuite un traitement cryoprotecteur de 2 heures dans un milieu liquide 
B 0,5 M de saccharose et 2S % de DMSO, et sont aussitôt congeles, dans une 
Premiere Atape jusqu’a -4O”C, puis plongés dans l’azote liquide a -196°C pendant 
plus d’une heure. Apres un rechauffement rapide on prélève alors un troisieme lot. Le 
quatrième et dernier lot est preleve apres 3 semaines de culture sur le milieu 
standard. 
_ : 
A. Observations ef description du mut&iel pr&ev& .L.i 
Les coupes realisees dans le cal embryogene montrent que l’on rencontre 
simultanément des embryons a tous les stades de developpement (Planche IV A). Les 
embryons bien differenciés se séparent de leur support alors que d’autres, encore 
globulaires, sont entoures d’amas cellulaires et restent plus ou moins en contacta la 
peripherie d’un cal porteur filamenteux (Planches IV B et V A), a l’image:’ des 
descriptions de Staritsky (1970) faites dans ses premières observations de formations 
embryogenes sur des cals de C. canephora. 
Comme Nassuth et CI/. (1980) l’ont remarque dans leurs études sur les phases 
précoces de l’initiation embryogène, les structures pro-embryonnaires sont similaires 
aux pro-embryons zygotiques de C. canephora décrits par Moens (1964). En accord 
avec les observations de Pierson et a/. (1983) et de Sondahl et a/. (1979X nous 
remarquons. que la liaison des embryons avec le cal est formée par un suspenseur 
constitue d’une ou deux couches de cellules (Planches IV A ; B et V A ; C ; E). Par 
ailleurs, on remarque sur des embryons déjà developpes. la formation de nouveaux 
embryons à partir de régions actives qui, se situent dans l’épiderme ou bien dans les 
couches sous-épidermiques, phenomène souvent observé dans les cultures 
entretenues par embryogenèse somatique (Pierson et CI/., 1983; Profumo et a/., 1986; 
Michaux-Ferrière et CI/., 1987). 
Le cal embryogène présente, tout comme Pierson et a/. (1983) l’ont décrit, 
plusieurs types cellulaires organises ou non en tissus (Planche V). Les pro-embryons 
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sont formés par des globules de cellules tres meristematiques, a gros noyau et aux 
parois relativement fines, et sont delimites par un pro-epiderrne. A la peripherle des 
tissus formant le cal, on remarque des amas de cellules de petites dimensions, aux 
parois epaisses, au cytoplasme dense, peu vacuolisees et contenant de l’amidon, au 
noyau spherique et volumineux dont le nucleole est bien visible. Ces caracteristiques 
sont celles des cellules embryogenes (Pierson et a/., 1983; Michaux-Ferriere et a/., 1987). 
On observe tout autour des pro-embryons un tissu tres Iache constitué de nombreuses 
cellules allongees et tubulaires, au noyau rarement observable, tres vacuolisées et 
contenant des grains d’amidon. Ces grandes cellules, en apparence non 
embryogenes, ont souvent et& decrltes dans les cals embryogenes de C. canepI?ora 
(Pierson et CI/., 1983), d’Aescu/us hippocustunum (Profumo et a/., 1986) ou de blQ (Bartok 
et Sagi, 1990). 
Les embryons sont donc prélevés sur des cals qui, selon les caracteristiques 
données par Sondahl (Sbndahl et a/., 1979), sont à haute frequence embryogene. 
B. Effets des diff&entes phases du cycle de cryoconservation 
1. EFFETS DU PRELEVEMENT ET DU PRETRAITEMENT 
Le choix des embryons preleves (embryons differenclés, embryons globulaires 
Isolés et massifs d’embryons globulaires) a une grande infiuence sur le taux de reprise 
après lu congelatlon. Les embryons deja bien differencies presentent de nombreuses 
cellules vides dans les cultures observées trois semaines après le rechauffement. Les 
embryons globulaires sont relativement plus resistants aux traitements et reprennent 
leur développement embryogène apres la congelatlon. Dans les isolats formés pur les 
massifs d’embryons globulaires, on preleve aussi quelques cellules de cal filamenteux. 
Cet ensemble est particulièrement favorable pour la reprise du processus 
embryogène, au sortir de l’azote liquide. 
Les blessures occasionnées lors de la separation des embryons globulaires de 
leur support peuvent perturber le bon déroulement ultérieur de la reprise du 
développement. Par ailleurs, tout au long du protocole les différentes manipulations 
avec le scalpel occasionnent aussi souvent d’autres déchirures très visibles dans les 
coupes histologiques. 
L’effet de la préculture de 24 heures sur un milieu solide enrichi a 0,5 M de 
saccharose n’est pas decelable dans nos conditions d’observation. Elle n’induit pas 
une plasmoiyse observable au microscope optique. 
2. EFFETS DE IA CONGELATION SUIVIE DU RECHAUFFEMENT 
Les gros embryons, bien différenciés, presentent souvent des dégâts observables 
dès le rechauffement. On observe ainsi de nombreuses cellules dont le contenu est 
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desorganise et peut Qtre même detruit par les cristaux de glace, la plasmolyse et 
deplasmolyse successives qui ont brise les membranes. 
La congelation accelere le brunissement des fragments de cals preleves a la 
base des embryons. En coupe histologique, on s’aperçoit que les grandes cellules très 
vacuolisees qui se trouvent accrochees au pale radiculaire de l’embryon, ont 
beaucoup souffert de la congelation. II semble qu’il ne reste plus que la paroi 
cellulaire. Mais dans le cas où les massifs embryonnaires reprennent leur prolifération, 
on observe de même la reformation des cellules allongees, reconstituant un tissu 
tache autour des embryons qui se developpent. 
C. Reprise de I’embryogeMse apr&s la congélation 
On observe, au sortir de la congelation, I’evolution des embryons globulaires qui 
poursuivent leur developpement en passant par les differents stades de 
I’embtyogenese. 
Dans les cas où les pro-embryons sont prélevés en groupe;avec le cal attenant, 
on observe une reprise de la proliferation Immédiate avec apparition de nouvelles 
néoformations à la peripherie du cal, et croissance des embryons dejà formes. 
III. EFFETS DES DIFFERENTES PHASES DE LA PRECULTURE SUR LE 
COMPORTEMENT DES EMBRYONS ISOLES .-a” :‘.“,, 
A. Effets de la concenfrafion en saccharose 
‘X. 
1. INFLUENCE SUR LA REPRISE D’EMBRYONS TEMOINS NON CONGELES 
Pendant le pretraitement, des embryons de C. umbicu sont soumis à une phase 
de culture sur un milieu enrichi en saccharose. Les observations suivantes portent sur le 
changement de comportement provoqué par cette préculture. Les lots d’embryons 
isolés subissent d’abord chacun un passage de 24 heures sur l’un des milieux dont la 
concentration en saccharose est de 0,l M (temoin); 0.3 M; 0,5 M; 0,75 M ou de 1 M. 
Les embryons sont ensuite repiqués toutes les 24 heures sur des milieux dont la 
concentration decroît, jusqu’à atteindre la valeur standard de 0,l M. 
Des les huit premiers jours, après la décongélation, on observe un gradient de 
brunissement entre les lots d’embryons. Les témoins, prélevés et repiqués 
immediatement sur le milieu standard à 0,l M de saccharose, restent blancs. En 
revanche, les embryons cultivés sur les milieux plus concentres sont beige avec des 
variantes de plus en plus foncé, allant jusqu’au marron pour la concentration de 1 M. 
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Figure 23 : influence de la preculture sur un milieu enrichi à 0,3 M de saccharose, sur 
les taux de reprise, de croissance et de neoformation adventive, au cours du temps, 
pour des embryons somatiques de C. urabku. 
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Figure 24 : Influence de la preculture sur un milieu enrichi à 0,75 M de saccharose, sur 
les taux de reprise, de croissance et de néoformation adventive, au cours du temps, 
pour des embryons somatiques de C. urabica. 
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Les fortes concentrations, outre le brunissement, imposent une diminution de la 
croissance. Pour la concentration de 0,751 M celle-ci ne s’exprime qu’après un temps 
de latente de huit a quinze jours. II en est de meme pour la concentration 1 M. Ce 
ralentissement de la croissance s’accompagne d’une forte embryogenese sécondaire, 
resultat de nombreuses néoformations embtyogènes, qui se développent sur les 
embryons traités, préférentiellement dans la zone du pale radiculaire. 
Pour les faibles concentrations de saccharose (0,3 M), la reprise Observ&e 
(Figure 23), mesuree en additionnant le pourcentage des embryons en croissance 
avec ceux présentant des néoformations, est immediate. Par contre, pour les 
concentrations plus élevees (0,75 M) la reprise n’intervient qu’apres un temps de 
latente de deux semaines et son taux n’approche les 100 % qu’après huit semaines 
de culture (Figure 24). Si la concentration en saccharose de 0,75 M semble inhiber la 
croissance et le developpement des embryons, apres huit semaines de culture, elle 
n’a pas d’influente significativement différente sur I’embryogenese secondaire, par 
rapport aux taux de néoformations observé avec la concentration de 0.3 M. 
Pour ces deux concentrations mises en comparaison, on observe l’apparition de 
néoformations embryogenes sur de nouveaux embryons au cours.“’ de 
l’expérimentation, pendant au moins 10 semaines, alors que de moins en moins 
d’embryons presentent un comportement ‘de croissance ou de developpement. Le 
taux de reprise peut donc etre evalue directement en tenant compte des 
observations portant uniquement sur ces néoformations. Ce sera desormais le critère 
retenu pour apprecier la capacite de survie et de reprise des embryons traités, et 
toutes les notations suivantes porteront donc sur le pourcentage de néoformations 
embryogenes observées après chaque traitement. 
Les resultats de la comparaison des milieux dont la concentration en saccharose 
est de 0,l M; 0,3 M; 05 M; 0,75 M et de 1 M, montrent, qu’après huit semaines de sut, 
culture sur le milieu standard (Figure 251, il existe une influence de la concentration en 
saccharose du milieu de préculture, sur la faculté ultérieure d’embryogenese 
secondaire. Pour les lots cultives sur les milieux de concentration en saccharose de 
0,3 M, 0,5 M et 0,75 M, on n’observe pas de difference significative entre les taux de 
neoformations tres importants qui sont alors respectivement de 90, 91 et 87 %. Les 
temoins repiqués sur le milieu standard à 0,l M ont tendance à se développer en 
plantule et présentent peu de néoformations. En revanche, la culture sur le milieu à 
1 M semble avoir bloque le métabolisme général des embryons qui ne développent 
alors que peu d’embryons secondaires. 
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Figure 25 : Influence de la concentration en saccharose du prétraitement sur le taux 
de reprise des nkoformations par embryogenèse adventive sur une souche de 
c. UfUbiCU 
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Figure 26 : Influence de la concentration en saccharose du prétraitement sur la reprise 
des néoformations sur des embryons de C. cwabicu, congelés à -40°C, la 
concentration de DMSO étant de 5 %. 
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2. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SACCHAROSE SUR LA REPRISE DES 
NEOFORMATIONS SUR DES EMBRYONS CONGE& A -40% 
La comparaison porte sur quatre lots d’embryons de la souche de C. cwa/ku 
ayant subi toutes les etapes du prétraitement. Apres la préculture de 24 heures sur 
des milieux a différentes concentrations en saccharose (0,l M: 0,3 M; 05 M et 0,75 M), 
les embryons sont mis en suspension pendant deux heures, avant la congélation, dans 
des milieux contenant en outre 5 % de DMSO. 
La temperature d’induction de la cristallisation a et& modifiee a chaque fois 
pour tenir compte de la diminution de la temperature de cristallisation du milieu 
cryoprotecteur, en fonction de la concentration en saccharose. 
L’effet de la congelation lente (O,S”C/mn) jusqu’d -4OOC ne semble pas tres 
favorable pour les embryons témoins, précultives sur le milieu standard à 0,l M. Le 
taux de reprise des néoformations (Figure 26), observe dix semaines après la 
congélation, reste dans ce cas tres faible (8 %). 
En revanche, la preculture sur des milieux plus concentrés en saccharose que le 
milieu standard d’entretien des culture à 0,l M favorise l’influence cryoprotectrice.’ On 
note en effet que le taux de reprise, obtenu avec les embryons précultivés sur le 
milieu à OS M de saccharose, atteint 39 %, dix semaines après le rechauffement. Par 
ailleurs, ce taux de reprise observé n’est pas significativement different, bien qu’il soit 
plus élevé, de ceux observés avec les concentrations de 0,3 M (21 %) et de 
0,75 M (23 %), ayant elles aussi un effet cryoprotecteur. 
3. INFLUENCE SUR LA REPRISE APRES CONGELATION DANS L’AZOTE UQUIDE (-196°C) 
Dans tous les essais suivants, les ampoules cryobiologiques contenant les 
échantillons de C. urabka subissent, selon le protocole, un premier refroidissement lent 
jusqu’à -40°C, avant d’être plongees dans l’azote liquide à -196°C température que 
les échantillons atteignent en moins d’une minute. 
L’influence de la concentration en saccharose du milieu de préculture est 
evaluee sur des embryons places ensuite, selon le protocole, deux heures dans un 
milieu liquide de concentration similaire en saccharose mais contenant, en outre, 5 oh 
de DMSO. Les differentes concentrations de saccharose mises en comparaison sont : 
0,l M; 0,3 M; 0,5 M; 0,75 M et 1,0 M. 
L’observation des résultats obtenus (Figure 27), dix semaines après le 
réchauffement, montre que la concentration en saccharose du milieu de préculture a 
une influence sur les taux de néoformations embryogènes. On note que la 
concentration de 0,5 M semble dans cet essai la plus favorable à une reprise rapide 
de I’embryogenese secondaire, bien que le taux observe ne soit pas significativement 
différent de celui obtenu avec les concentrations de 0,3 M et de 0,75 M. 
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Figure 27 : Influence de la concentration en saccharose sur le taux de reprise par 
embryogenese adventive, sur des embryons de C. urabku congelés dans l’azote 
liquide à -196”C, ayant subi au préalable le traitement cryoprotecteur de 2 heures 
avec la solution contenant le DMSO à 5 Oh. 
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Figure 28 : Influence de la concentration en DMSO, employée au cours du 
prétraitement, sur le taux de reprise des néoformations, par embryogenèse somatique, 
d’embryons de C. urabku non congelés. 
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La concentration de 0,75 M présente donc un effet cryoprotecteur. Cependant, 
elle a entrainé un taux de neoformations inferieur, par rapport aux concentrations de 
0,3 M et OS M, influence remarquable uniquement apres la congelation. En. outre, le 
taux de néoformations des lots ayant subi la preculture sur cette concentration de 
0,75 M est plus éleve que celui des lots temoins, maintenus sur 0,l M, mals il n’est pas 
significativement différent. 
En revanche, le lot ayant subi la préculture sur le milieu b 1,0 M de saccharose 
a un taux de neoformation (4 %) particulierement faible apres les 10 semaines de 
culture. Cette concentration en saccharose est relativement elevee et son action 
cryoprotectrice est masquee par la toxicité de cette concentration. 
B. Effet de la concentration en DMSO sur le taux de nhoformations. 
1. EFFET DU DMSO SUR LE TAUX DE NEOFORMATIONS EMBRYOGENES DES TEMOINS 
L’effet du DMSO sur le taux de neoformations (Figure 28). est mis en evidence 
avec des embryons de C. uroko ayant subi une préculture sur un milieu à 0,3 M de 
saccharose. Les teneurs en DMSO mises en comparaison sont les suivantes : 0 %: 
25 %; 5 % et 7,5 %. Les embryons traltes sont, comme pendant le prétraitement du 
protocole, soumis à un contact de deux heures avec le milieu liquide contenant le 
DMSO. Apres huit semaines de culture, seuls les embryons ayant et& mis en présence 
du DMSO B 7,5 % présentent un taux de neoformations plus faible, significativement 
différent de celui obtenu avec les autres teneurs en DMSO. Nous observons des 
resultats semblables avec des embryons pre-cultivés sur un milieu à une concentration 
de 0,5 M de saccharose. 
La même etude réalisée avec des embryons de C. cunephora, cultives au 
prealable 24 heures sur un milieu enrichi b 0.3 M de saccharose, donne des résultats 
similaires par la sensibilite aux différentes concentrations de DMSO, les taux de reprise 
etant compris entre 50 et 60 %. 
On peut donc considerer que le traitement cryoprotecteur de deux heures dans 
le milieu liquide contenant 5 % de DMSO, ne présente pas de toxicite pour les 
embryons de C. cunephora puisque leur le comportement est le même que celui des 
témoins traltes sans DMSO. 
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Figure 29 : Influence de la concentration en DMSO sur le taux de reprise de 
I’embryogenèse adventive, apres la congelation dans l’azote liquide d’embryons 
somatiques de C, ura&a, prealablement cultivés sur un milieu enrichi à OS M de 
saccharose 
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Figure 30 : Effet de la concentration en DMSO sur le taux de reprise de 
I’embryogenèse adventive, observee sur des embryons de C. cunephoru precultives sur 
un milieu à 0,3 M de saccharose, et congelés dans l’azote liquide. 
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2. INFLUENCE DU DMSO COMME AGENT CRYOPROTECTEUR SUR DES EMBRYONS CONGELES 
DANS L’AZOTE LIQUIDE (-196°C) 
Dans cet essai nous etudions l’effet du DMSO, en comparant les concentrations 
suivantes : 0 % (milieu temoln), 2.5 %, 5 46 et 7,5 %, sur la souche de C. utwbka. 
Les embryons témoins cultivés 24 heures sur des milieux contenant 0,3 M et 03 M 
de saccharose, et congelas jusqu’à -196°C dans un milieu liquide exempt de DMSO. 
presentent des taux de reprise des neoformations après le réchauffement, de 24 % 
après sept semaines pour le milieu à O,3 M et de 22 % apres huit semaines pour le 
milieu & 0,5 M. La presence de DMSO n’est donc pas un element indispensable à la 
survie d8S embryons congeles. 
Le traitement ctyoprotecteur avec des teneurs croissantes en DMSO (Figure 29), 
sur des embryons précultivés sur un milieu à 0,5 M de saccharose a un effet sur le 
taux d’embryogenèse secondaire observe après huit semaines de sub-culture sur le 
milieu standard. Les concentrations d8 2.5 % et de 5 % presentent un effet 
cryoprotecteur favorable, avec des taux de reprise respectifs de 38 46 et de 32 %. La 
teneur de 2,5 % de DMSO offre ici l’effet cryoprotecteur le plus efficace, phénombne 
observé d8 même pour les embryons precultivés sur un milieu à 0,3 M de saccharose. 
En revanche, la teneur superieure d8 7,5 % donne un taux de reprise infé’iieur, 
significativement different de ceux obtenus avec les deux pr8mièr8S COnC8ntrOtiOnS. 
Un essai réalise avec d8S 8mbryOnS de C. cunephoro, permet d’observer des 
resultats S8mblObl8S. Les echantillons subissent une preculture sur un milieu a O,3 M de 
saccharose, puis sont repartis avant leur congelation dans trois milieux liquides dont la 
teneur en DMSO est de 0 %, 2,5 % et 5 %. Apres sept semaines de subculture, on ne 
note pas de difference entre tes taux de reprise d8S néoformations Obt8nUS avec 
2,5 % ou 5 % de DMSO. 
On remarque cependant (Figure 30) l’effet cryobrotecteur du DMSO en notant 
que le lot congele dans le milieu contenant 5 % de DMSO a un taux de 
neOfO~OtiOnS 8mbryOgèn8S SignifiCOtiV8m8nt SUp&ieUr a C8iUi observe avec te jOt 
congele sans DMSO. 
IV. CONDITIONS DE REPRISE APRES LA CONGELATION 
A. Effet de la congélation sur les rhformations embryoghes 
Immédiatement OpreS le réchauffement, les embryons préSent8nt d8S aspects 
assez differents, selon leur stade initial de développement au moment de leur 
prelèvement. Certains d’entre eux, les plus petits, et surtout les massifs d’embryons 
globulaires, restent blancs, alors que d’autres brunissent, ce sont alors de préférence 
les embryons déjà nettement differenciés mesurant 1 mm de longueur environ. Ces 
observations portent sur les deux souches de C, ufabica et C. cunephora. 
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Figure 31 : Effet de la congélation sur le taux de reprise des néoformations 
embryogènes, sur des embryons de C. CJKI&~ precultives sur un milieu enrichi à 0,3 M 
de saccharose et prétraites avec 5 % de DMSO. 
La reprise des néoformations embryogenes sur les lots temoins non congelés et 
pretraltés avec 5 % de DMSO, est tres rapide. Par contre, l’effet de la congélation, 
jusqu’à -40°C ou jusqu’d -196”C, provoque une diminution du taux de néoformatlons 
observé, bien que les embryons aient subi un prétraitement au DMSO à 5 %. Ce 
phénomène est comparable pour les lots d’embryons ayant subi une preculture sur un 
milieu à 0,3 M (Figure 31) comme a 0.5 M de saccharose. Les taux de reprise des lots 
congelés ne presentent pas de difference significative entre les deux températures de 
congelation. Cependant, pour les lots d’embryons cultivés sur le milieu d 0,3 M, dans 
le cas de l’arrêt de la congélation a -4OT, suivie d’un réchauffement immediat, on 
note une baisse relative du taux de la reprise des neoformations. Cela peut être du a 
la rapidité du cycle qui a pu provoquer des dégâts intracellulaires par la formation 
de grands cristaux de glace, destructeurs des membranes et des structures fines de la 
cellule, par recristailisation de l’eau libre des tissus. Ce phénomène est atténué pour 
l’autre lot congelé, car dans ce cas, les embryons sont maintenus 30 mn a -4OT, 
avant d’être congelés 6 -196°C. Ce temps de latente avant la congelation dans 
l’azote liquide favorise l’établissement des Qquilibres hydriques intracellulaires. 
Par ailleurs, les taux de reprise étant équivalents à -196°C et à -40°C. Lorsque la 
concentration en saccharose est optimale, la plupart des embryons sont donc tués 
pendant la phase de refroidissement progressif jusqu’à -40°C. 
Le passage dans l’azote liquide provoque sur la croissance et sur le taux de 
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néoformations des effets similaires a ceux observes sur des embryons temoins non 
congelés avec la concentration en saccharose de 1 M. La reprise est très lente, la 
croissance est bloquee au profit de I’embryogenèse secondaire. En effet, après un 
temps de laience de huit à dix jours au minimum, des embryons secondaires 
apparaissent par néoformations, soit a la surface des embryons auparavant bien 
developpés, soit au sein des massifs de pro-embryons globulaires. La souche 
congelée ayant conservé ses potentialités embryogenes après le traitement, la 
conservation a -196°C peut donc être envisagée, dans ces conditions, comme 
methode de stockage de ce type de culture. 
‘)/. 
Figure 32 : Influence du repiquage direct ou non sur le milieu à 0,l M de saccharose, 
au sortir de la congelation d’embryons somatiques de C. ura&u, précultivés sur un 
milieu enrichi avec 0,3 M de saccharose; 
B. Importance de la concentration en saccharose des milieux de 
repiquage du post-traitement 
Des embryons de C. urabicu ayant subi une préculture sur un milieu enrichi en 
saccharose à 0,3 M sont places dans des ampoules cryobiologiques, et congelés 
lentement jusqu’à -4OOC. puis plongés dans l’azote liquide, et cela sans adjonction de 
DMSO. Après le rechauffement, les embryons sont partages en deux lots. Le premier 
est repiqué, selon le protocole, sur un milieu contenant 0,3 M de saccharose puis le 
lendemain sur le milieu standard d’entretien des cultures a 0,l M, le deuxieme 
directement sur le milieu standard, On observe une reprise de I’embryogenese 
adventive dans les deux cas, mais le taux de reprise observe pour le lot ayant subi le 
repiquage immédiat sur le milieu standard est nettement plus faible (Figure 32). Apres 
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sept semaines de culture sur le milieu standard, les taux de neoforrnation sont 
significativement differents. 
C. Effet de I’klairement pendant le post-traitement 
Les embryons de C. canephora mis en comparaison ont et& pre-cultives sur un 
milieu enrichi à OS M de saccharose, puis prétraites, avant leur congelation, dans un 
milieu contenant en plus 5 % de DMSO. 
Au rechauffement, les bottes de Petri contenant les embryons sont reparties en 
deux lots. Le premier est placé dans les chambres de culture eclairees selon les 
conditions standard d’entretien des souches embryogenes. Le deuxième lot est placé 
à I’obscurite pendant les trois premières semaines qui suivent le rechauffement après 
la congélation dans l’azote liquide. 
100 % 
t 
Figure 33 : Effet de la lumiere sur le taux de reprise des néoformations embtyogènes, 
pour des embryons de C. cunephora précultives sur un milieu enrichi a 0,5 M de 
saccharose, pretraités avec 5 % de DMSO, et congelés dans l’azote liquide. 
On observe (Figure 33) dès la première semaine, une très grande difference 
entre les cultures placées à l’obscurité et celle maintenues à la lumière. L’éclairement 
a une influence défavorable sur la reprise de I’embryogenèse secondaire, pour les 
cultures privees de iumiere et le taux de reprise reste tres significativement inferieur, 
après cinq semaines de culture. On note en effet à cette date 27 % de reprise pour 
les embryons exposés immediatement dans les conditions standard d’éclairement, 
contre 57 % pour ceux placés à l’obscurité. 
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Sgende des planches IV et V : 
Planche IV 
A : Massif embryogène de C. urubicu, où l’on observe tous les stades de 
développement. 
B : Cal embryogène filamenteux de C. arabica, porteur d’embryons somatiques 
globulaires. 
C : Reprise de I’embryogenèse adventive après 24 h de préculture sur un milieu enrichi 
en saccharose à 1 M, et imprégnation de 2h avec 5 % de DMSO. massif 
embryogène observe 1 mois après le prétraitement 
D : Reprise de I’embryogenese adventive après congélation dans l’azote liquide, le 
massif congelé a éte pretraité avec 0.5 M de saccharose et 5 % de DMSO ; massif 
embryogene 2 mois et 1/2 après le réchauffement. 
E : Plantule de C. urabicu var Caturra, un an apres le réchauffement du massif 
embryogène congelé dans l’azote liquide. Le massif embryogène a et6 prétraité 
par 24h de préculture sur milieu enrichi en saccharose à 1 M puis 2h avec solution 
contenant 5 % de DMSO. 
Planche V 
A : Cal embryogène de C. cunephoru, préleve dans les conditions de culture standard, 
colore au bleu de toluidine. 
B : Cal embryogène de C. cunephoru, prélevé après 24h de préculture sur le milieu 
enrichi à 0,5 M de saccharose, colore au bleu de toluidine. 
c : Embryon somatique de C. cunephoru, au stade globulaire, isole pour la 
cryoconservation, coloré au bleu de toluidine 
D et E : Reprise de I’embryogenèse adventive sur des massifs prétraités par 24h de 
préculture sur milieu enrichi en saccharose à 0,5 M puis 2h avec solution contenant 
5 % de DMSO. Coupes histologiques réalisees 10 jours après le réchauffement et 
colorees au bleu de toluidine 
Abréviations 
c : cellules embryogènes 
d : pro-épiderme 
e : embryon 
f : cal filamenteux à structure lâche 
g : embryon au stade globulaire 
m : massif ayant été congelé 
p : pro-embryon 
s : suspenseur 
t : embryon au stade torpille 
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V. DISCUSSION - CONCLUSIONS 
La phase de latente Observ&e est le reflet des lésions occasionnees par les 
différents traitements que subissent les echantillons : elle peut etre due à l’etat 
physiologique du materiel, au pretraitement, à la congélation, ou au post-traitement. 
Quand ce delai entre le réchauffement et les premieres manifestations de reprise est 
trop long, il peut être le reflet d’une selectlon importante et source de 
variation (Withers et King, 1980). , 
A. Importance du stade de dWeloppement du mut&lel pr6levh 
Il est communément admis que, pour la cryoconservation de suspensions 
cellulaires, les espèces caractérisees par de grandes cellules sont plus difficiles a 
congeler que les especes presentant des cultures formees de petites cellules (tres 
cytoplasmiques) comme celle de la carotte. Cependant Withers et King (1980) ont pu 
congeler, maigre les difficultés rencontrees, des cultures formées de cellules de 
relativement grande dimension et très vacuolisées d’Acer pseudoplcrtonus et de Rasa 
SP.. 
Pour la congélation d’embryons, le taux de survie depend, de meme, du stade 
de développement (Henshaw, 1982; Bajaj, 1985). Les embryons dont le développement 
correspond aux premiers stades de I’embryogenese, sont de taille reduite et la plupart 
de leur tissus sont formes de petites cellules m&istématiques peu vacuolisees, a fort 
rapport nucleo-cytoplasmique. Ils sont plus aptes a résister d la congelation. Par 
exemple chez la carotte, le taux de survie est maximal pour les embryons prelevés f 
pendant le stade globulaire et au debut du stade cordiforme (Withers, 1979), alors 
qu’avec la congelation de plantules developpées, seules les cellules situees dans les 
méristèmes apicaux et radiculalres sont encore vivantes et forment des cals après le 
réchauffement. 
Les petits embryons ont une reprise directe, ils resistent dans leur integralité, alors 
que le plus souvent, les embryons plus differencies ne survivent que partiellement a la 
congelation. Nos observations histologiques ont confirmé que les pro-embryons et les 
embryons au stade globulaire reprennent effectivement leur croissance après la 
décongélation. En effet, la reprise directe des embryons congelés nécessite la survie 
de massifs entiers de cellules, c’est à dire les deux méristèmes caulinaire et radiculaire 
ainsi que des tissus de liaison qui constituent l’axe embryonnaire. Lorsque le nombre 
de cellules est Insuffisant, ou si leur localisation ne permet pas le maintien de la 
cohésion et des corrélations, la reprise de croissance des échantillons nécessite le 
passage par un stade cal, comme c’est le cas pour les meristemes de pomme de 
terre CTowill, 1984) ou de manioc (Kartha ef a/., 1982). Avec la congelation d’embryons 
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somatiques, ce stade cal peut être particulierement reduit et laisser rapidement place 
a une embryogenèse secondaire, qui se developpe à partir des reglons survivantes 
de l’embryon d’origine, comme on l’observe chez la carotte (Withers, 19791, l’oranger 
(Marin et Duran-Vila, 1988) ou le cafeier (Bertrand-Desbrunais et a/., 1988). . 
B. Influence des diffhntes btapes de la pr6culture 
La resistance a la congelation peut étre acquise ou amelioree par I’apport a 
concentration optimale de substances cryoprotectrlces qui limitent la presence et la 
taille des cristaux de glace, responsables de la mort des cellules. En effet, lors de la 
cristallisation intracellulaire, la cellule subit des lesions mkanlques, avec la formation 
de cristaux de glace qui perforent les membranes de cellules et des organites. 
1. ROLE DU SACCHAROSE 
Le role cryoprotecteur du saccharose a sowent 6te mis en évidence dans le 
monde vegétal. Selon Gazeau et Dereuddre (1988) il joue d’abord un rôle osmotique 
et, secondairement, il reduit le stress, dû aux fortes concentrations en electrolytes, 
apporte par la congelation. 
L’importance de la preculture sur des milieux fortement enrichis en saccharose a 
Qté etablie pour differents matériels comme les suspensions cellulaires productrices de 
métabolites secondaires (Augereau et a/., 19861, les meristemes d’oeillet (Dereuddre 
et a/., 19871, les embryons zygotiques de capselle (Monnier et Leddet, 19801, les 
embryons somatiques de palmier à huile (Engelmann et a/., 1985) ou de caféier 
(Bertrand-Desbrunais et a/., 1988). Dans chacun de ces cas, la preculture sur des 
milieux enrichis en saccharose a permis d’ameliorer les taux de reprise après la 
congélation. 
Dans nos essais quelques embryons témoins, pre-cultives sur le milieu standard, 
ont survécu a la congélation. De même, pour Cifrus sinensis Marin et Duran-Vila (1988) 
congèlent des embryons somatiques sans préculture sur milieu enrichi en saccharose, 
et obtiennent une survie de 5 % après le passage dans l’azote. Pour les embryons 
somatiques de caféier, les plus fortes concentrations des milieux de preculture mises 
en comparaison, 0,75 M et 1 M, augmentaient le temps de latente avant la reprise 
de I’embryogenèse secondaire pour les embryons n’ayant subi que la preculture, 
comme pour ceux ayant été congelés. Galeme et Dereuddre (1988) ont aussi 
remarqué que les souches embryogènes d’epicéa survivaient à la congelation, quand 
elles étaient pre-cultivées sur des milieux allant de 05 M à 1 M, mais que dans le cas 
de la plus forte concentration, le temps de latente observé avant de noter une 
reprise de I’embryogenèse est de quatre semaines alors que pour la concentration de 
0,5 M, il n’est que de quatre jours. 
D’autre part, Galerne et Dereuddre (1988) ont observé que la préculture des 
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cals et des suspensions cellulaires d’Epicea sur un milieu enrichi en saccharose, 
provoquait une forte mortalité parmi les cellules des suspenseurs. En contrepartie, elle 
améliorait le comportement ultérieur des cellules méristématiques formant les 
structures proembryonnaires. 
2. ROLE DU DMSO 
Le DMSO est un composé soufre (CHGOCH3) de faible poids moiecuiaire qui 
penetre tres facilement dans les cellules. C’est l’agent cryoprotecteur le plus utilise. 
Aswood-Smith (1985) considere qu’il ne présente pas réellement de risque pour les 
batteries ou les cellules animales, de hamster, lorsqu’il est employé à faible 
concentration juste avant la congélation, jusqu’â la teneur de 10 %. Nous allons aussi 
voir cependant qu’il ne joue pas toujours le raie cryoprotecteur attendu et qu’il est 
meme parfois toxique. 
D’apres nos essais, un prétraitement au DMSO ne semble pas nécessaire à la 
survie des embryons que l’on veut congeler, bien qu’il puisse ameiiorer les resuitats. 
C’est aussi l’avis de Pétiard (1989>, qui obtient aussi la survie d’embryons de caféier, 
après leur congélation dans l’azote liquide, sans adjonction de DMSO, qu’il juge 
même potentiellement toxique. La methode d’ensemble est cependant sensiblement 
differente, car les cultures embryogenes sont entretenues en milieu liquide. Les 
embryons, que l’on veut congeler, sont pré-traités pendant 1 a 24 heures dans un 
milieu liquide dont la concentration en saccharose est de 0,4 M. Les échantillons sont 
ensuite congeies lentement jusqu’à -2O”C, avant d’être plonges dans l’azote liquide. 
Après le rechauffement, l’embryon se “peIen, avant de poursuivre son deveioppement 
embryogene vers la germination en piantuie, sans embryogenèse adventive. 
Pour la congélation d’une souche embryogene d’épicea (Gaieme et Dereuddre, 
19881, la presence de DMSO semble au contraire indispensable, avec des valeurs 
optimales a 5 et 7,5 %. Aucune reprise n’est observee si les souches sont congelées 
sans pretraitement au DMSO. ii faut cependant noter que la teneur de 10 % semble 
avoir elle un effet toxique. 
Dans certains cas, le DMSO n’a pas d’effet cryoprotecteur. Marin et Duran-Vila 
(1988) nous citent le cas d’embryons somatiques d’oranger, pour lesquels la teneur de 
10 % n’a pas amélioré le taux de reprise apres congélation. En effet, celui-ci n’est 
que de 3 % après le traitement cryoprotecteur avec le DMSO, alors qu’il est de 5 % 
pour les embryons n’ayant pas subi le prétraitement. Les auteurs ont cependant noté 
que, dans le cas où ils observent une reprise apres la congélation, les embryons pré- 
traités au DMSO donnent des cultures dont la proiiferation embryonnaire est plus 
rapide et les piantuies obtenues plus vigoureuses. 
Kartha et al. (1988) rapportent que le DMSO, même utilise à forte concentration, 
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ne joue pas forcément un rble cryoprotecteur sur des cultures de Plceo g/uuca. En 
comparant, pendant la preculture des souches embryogènes, l’effet du DMSO qu’ils 
introduisent dans les milieux a differentes concentrattons : 5, 10, 15 et 20 %, ils 
observent une mème diminution de croissance de 40 % pour toutes les culture6 quelle 
que soit la concentration consideree. Dans ce cas, la cytotoxiclté du DMSO n’est 
donc pas fonction de sa concentration dans le milieu. Par ailleurs, meme avec la 
concentration la plus elevee (20 %>, le DMSO, utilise seul avec les 0,03 M de 
saccharose du milieu, ne présente pour ce materiel aucun effet ctyoprotecteur. 
3. INFLUENCE DU MELANGE CRYOPROTECTEUR 
Nous observons quelques cas de survie apres la congelation, en absence de 
DMSO, avec la seule préculture sur un milieu enrichi en saccharose. Mais le melange 
cryoprotecteur ayant donne les meilleurs taux de reprise est : 0,5 M de saccharose 
avec 5 % de DMSO. Les substances cryoprotectrices en effet agissent couramment de 
façon synergique lorsqu’elles sont appliquees en mélange (Finkle et Ulrich, 1979). 
C. Influence du protocole expdrimental 
De nombreux protocoles ont de@ permis la congélation d’embryons somatiques 
dans l’azote liquide, et par rapport à la méthode exposee ici, la cryoconservation 
peut être obtenue de differentes façons. Ces differences de méthodologie ont parfois 
des conséquences sur les taux de reprise, ou sur le temps de latente qui sépare le 
réchauffement des premiers signes de reprise de I’embryogenèse. Dans notre cas, les 
modifications du post-traitement portent plus particulièrement d’une part sur l’intensité 
lumineuse à laquelle sont soumises les cultures et d’autre part sur le rythme des 
repiquages assurant le retour aux conditions normales de culture. 
1. INFLUENCE DE L’ECLAIREMENT PENDANT LE POST-TRAITEMENT 
Dans l’étude de l’influence de l’éclairement sur la souche de C. cunephora, le 
pourcentage de survie est plus éleve, et la reprise de croissance est favorisée par le 
maintien des cultures b I’obscurite totale pendant les trois semaines qui suivent le 
réchauffement. Cette amélioration a aussi été notée par Jian et a/. (1987) sur la 
reprise de la prolifération de cals de canne à sucre, après leur congelation dans 
l’azote liquide. 
Ces resultats suggèrent que la culture à l’obscurité favorise la reprise de 
I’embryogenèse secondaire tout en limitant les éventuels degats tissulaires et 
perturbations métaboliques provoqués par le cycle de cryoconservation. Les essais de 
Grout et Henshaw (19781, sur la cryoconservation de meristèmes de pomme de terre, 
ont montre de même qu’une atténuation de l’intensité lumineuse, pendant le post- 
traitement, était favorable à la survie des tissus. Dans le protocole publié, les cultures 
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sont soumises pendant 5 jours, juste apres le rechauffement, b un eclairement 
photoperlodique de 500 iux, 16 heures par jour, puis sont exposees à 5000 iux 
intensité lumineuse des conditions standard de culture. 
A la fin du cycle de cryoconservation, il est probable que la plupart des tissus 
soit toujours viables, mais aussi cependant fortement endommagés par les differentes 
traitements subis. Benson et Noronha-Dutra (1988) montrent ainsi que l’exposition b la 
lumiere peut affecter la survie de tissus congelés. Les cellules endommagées subissent 
un decouplement de I’energie lumineuse qui provoque une photooxydation avec 
formation de radicaux libres et de ‘02. Les echontillons doivent alors pouvoir 
beneficier de soins particulierement attentifs, pour eviter une détérioration ulterieure, 
afin d’augmenter le taux de survie. 
2. ROLE DES REPIQUAGES SUCCESSIFS DANS LE MST-TRAITEMENT 
L’essai de repiquage direct sur le milieu standard a montré tout l’intérêt qu’il y a 
à eviter, le plus possible, tout choc osmotique apres le réchauffement, au sortir de la 
phase de congelation, même si la dlfference entre les concentrations est relativement 
faible, comme c’est le cas ici : 0,3 M et 0,l M. 
Dans le COS des embryons ayant subi toutes les Qtapes du prétraitement, y 
compris le traitement ctyoprotecteur avec le DMSO, notre méthode favorise en outre, 
l’élimination progressive de cet agent cryoprotecteur, au fur et à mesure des 
repiquages dans les milieux successifs. L’élimination des produits toxiques peut aussi 
être obtenue par un lavage des embryons dans un milieu liquide ou dans I’ew’juste 
apres le rechauffement. Mais Withers (1979) décrit des résultats de reprise médiocres, 
observes apres le lavage d’embryons de carotte, au sortir de la congélation. 
Cette succession de repiquages permet aussi de réduire le temps de latente 
avant la reprise de I’embryogenese. En effet, si l’on compare les resultats de 
cryoconservation de cals embryogenes d’Epicéa observés recemment, Gupta et a/. 
(1987) font un repiquage direct sur le milieu standard et doivent attendre au moins un 
mois avant de noter des phenomènes de reprise. En revanche, Galerne et Dereuddre 
(1988) utilisent le principe de repiquages successifs sur des milieux progressivement 
moins riches en saccharose, ce qui leur permet de réduire le temps de latente b 
quatre jours. 
D. Effet g&n&ique 
Les essais portent sur deux especes du genre Co&o. Les taux de reprise 
different selon chacune d’elle : la repense de C. aruhicu étant b chaque fois 
legerement plus elevée. Cela s’observe en effet pour les embryons témoins non 
congelés, mais ayant subi les traitement cryoprotecteurs avec des taux de survie de 
80 % environ pour C. cr~~hica et de 60 % pour C. cunephoro. Pour les embryons 
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congeles, pr&raites avec 0,5 M de saccharose et 5 % de DMSO, et congeles dans 
i’azote liquide, les valeurs respectives sont alors de 33 % et 28 %. Cette difference de 
comportement selon les espaces a dejO 6th rencontre par Reed (1989) apres la 
congelation des meristemes de trois especes du genre Vaccinium. Ce ‘facteur 
genetique s’observe meme entre les differents clones d’une meme espece, comme 
Engeimann (1990) l’a observe pour le palmier h huile avec une amplitude des 
réponses du taux de reprise allant de 0 % à 33 % sur un total de 27 clones 
cryoconsefves. 
E. Conclusions 
En conclusion, le protocole initial a et& ameliore, en particulier en ce qui 
concerne le temps de latente entre le réchauffement et les premières manifestations 
de neoformations embryogenes, et cela grace a quelques modifications portant sur : 
- l’ajustement de la concentration en saccharose du milieu solide de 
préculture a 0,5 M ou 0,3 M, vers une valeur optimale. 
- la réduction de la teneur en DMSO, du milieu liquide de congélation 
jusqu’à 2,5 %, avec des observations permettant d’esperer 
l’utilisation de milieux totalement exempts de cet agent 
ctyoprotecteur. 
- le maintien des cultures a I’obscurite, pendant les quelques jours qui 
suivent le réchauffement. 
Ces differentes modifications ont permis d’observer tout d’abord un temps de 
latente nettement plus court. Les premières reprises de neoformations apparaissent 
dans les huit à dix jours qui suivent la remise en conditions normales de croissance. De 
plus, les taux de reprise observés pendant ces premieres semaines sont nettement plus 
élevés, surtout en ce qui concerne les cultures de C. canephom placées à l’obscurité 
apres leur rechauffement. 
Une amelioration du protocole est donc possible en considérant les résultats de 
ces differents essais. Les résultats portent sur deux souches embtyogènes differentes, 
l’une de C. arahka l’autre de C. canephora qui semblent avoir des comportements 
similaires vis a vis de la concentration en saccharose ou de la teneur en DMSO de la 
préculture. D’autres especes, dont le comportement est encore peu étudie en culture 
in vifro, peuvent être multipliées de même par embryogenèse somatique. Des etudes 
supplémentaires sont donc necessaires pour définir les conditions optimales et 
speclfiques d chaque étape du protocole, pour chacune des souches embtyogènes 
à cryoconserver. 
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CHAPITRE 6 
Discussion - Conclusion 

mcussàon - conclusion 
Discussion - Conclusion 
Nous ne reviendrons pas ici sur la discussion des résultats acquis sur le plan 
physiologique, et qui a déjà eté abordée à la fin des chapitres précédents. Nous 
allons focaliser cette ultime discussion-conclusion sur la conservation des ressources 
génétiques : le maintien de la stabilité génétique des souches introduites est un 
facteur primordial qui exige une bonne connaissance de tous les phenomènes 
potentiellement responsables d’une quelconque modification du génome et de son 
expression, Certains peuvent induire une mutagenèse, d’autres provoquer une pression 
de sélection qui entraînerait une evolution de la diversité stockée vers les génotypes 
les mieux adaptés à la technologie utilisee. 
Nous analyserons d’abord l’influence des milieux et des méthodes appliquées à 
toutes les étapes du processus de la culture in vitro sur la stabilité génétique. Nous 
comparerons ainsi les différentes méthodes employées dans la conservation in vitro. 
Enfin, les résultats acquis nous permettent de proposer une methodologle 
applicable à l’établissement d’une vitrothèque, dans le cadre d’un projet de 
conservation des ressources génétiques caféières en laboratoire. 
1. STABILITE GENETIQUE 
Dans une vitrotheque, la conformité du matériel végétal reproduit in vitro est 
capitale. Or les techniques de micropropagation sont parfois à l’origine de variations 
génétiques ou physiologiques. Pour ces dernieres, notons par exemple la 
rejuvenilisation des arbres forestiers (Franclet, 1981). L’instabilité génétique est le 
résultat de trois facteurs principaux : la variabilité génétique des cellules de I’explant, 
l’effet mutagène induit par la culture in vi& et la pression de sélection due aux 
conditions in vitro (Henshaw et O’Hara, 1983). 
A. Choix de I’explant 
Des etudes chromosomiques ont montré que certains tissus sont plus instables 
que d’autres, en particulier les tissus les moins organisés et les cultures cellulaires 
(Karp. 1986). Le taux de mutation n’est pas forcément plus élevé que pour les cellules 
somatiques d’une plante normale, mais la culture in vitro favorise son expression par le 
développement et la multiplication de méristèmes ou d’embryons néoformés à partir 
de ces mutants cellulaires. 
Ainsi pour le stockage de la vigne (Barlass et Skene, 1983) la multiplication des 
souches par bourgeonnement adventif sur fragment foliaire (Barlass et Skene, 1978) 
régénère des plantes présentant de nombreuses modifications phénotypiques (Skene 
et Barlass, 1983), et cela toutefois sans modification du degré de ploïdie (Skene et a/., 
1988). 
C’est pourquoi la conservation des ressources phytogénétiques est actuellement 
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facilement realisable quand le matériel végetal peut être multiplie sous forme de 
microboutures avec developpement des bourgeons preexistants. L’embryogenèse 
somatique necessite, en revanche, de nombreuses manipulations supplementaires, 
dont le passage par un stade cal qui est un facteur défavorable à la Stabilité 
génetique, amplifié par l’emploi des substances de croissance. 
B. Effet mutagene induit par la culture in vitro 
L’obtention d’une culture axénique necessite l’utilisation de produits 
désinfectants puissants tout en respectant le materiel végetal. C’est le cas du chlorure 
mercurique (HgClz), tres toxique, souvent employé pour la desinfection du materiel 
d’origine tropicale (Colonna, 1971 ; Duhem ef a/., 1988). Mônaco et a/, (1977) nous 
rapportent ainsi le cas de graines de cafeier, désinfectées avec du HgClz qui ont 
donné naissance d des plantules anormales. Dans la mesure où I’hypochlorite de 
calcium donne des résultats tres satisfaisants, nous lui avons donné la préference. 
D’ailleurs les cas d’infection a l’initiation des cultures sont rares et irrémediablement 
éliminés. L’utilisation de substances antibiotiques n’a donc pas et& nécessaire. 
L’entretien et la multiplication des microboutures nécessitent l’adjonction 
d’hormones (ici la BAP) au milieu de culture. Le risque de bourgeonnement adventif 
sur cal est proportionnel a la concentration en BAP. Nous l’avons observe chez 
plusieurs especes de cafeiers, C. rucemosu, C. uTclbIcu, C. cunephora, C. sessilif/ora et 
C. pseudozungueburiae, pour une concentration en BAP de 1 mg.?. Les concentrations 
de 1 à 5 mg.? sont pourtant couramment employees dans les milieux d’entretien 
(Dublin, 19841, alors que certains auteurs préconisent des concentrations supérieures 
allant jusqu’à 10 mg.? pour les milieux de multiplication intense (Zok 1985; Berthouly, 
1988). En consequence,on peut donc utiliser une concentration de 1 à 2 mg.Ï’ de 
BAP, selon les espèces, si l’on veut augmenter leur taux de multiplication, mais en 
apportant une attention toute particulière 6 l’élimination du cal et de toutes les 
tigelles débourrant à partir de la zone basale de I’explant. Les taux de multiplication 
sont alors trop faibles pour être couramment utilisés en multiplication commerciale ; 
mais ils sont suffisants pour une multiplication associée avec l’entretien et l’utilisation 
des stocks de germplasm. 
L’induction de I’embryogenese somatique et la reprise de la prolifération après 
la congélation necessitent souvent la presence de substances de croissance. Dans 
l’étude rapportee par Sondhal (19821, I’embryogenèse somatique sur explants foliaires 
de C. uru~icu est obtenue après une phase de callogenèse induite par l’adjonction 
de 5 PM de 2,4-D. II note quelques cas d’anomalies morphologiques (1 O/o> sur les 
plantules régénerées à partir d’embryons somatiques, alors qu’il n’en trouve aucun 
quand le matériel est multiplié par boutures de noeuds. Dans une synthèse récente 
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portant sur l’observation en champ de 18.000 cafeiers issus de culture in vifro, cet 
auteur observe jusqu’à 10 % de variants somaclonaux (SondahI, 1991). 
Cependant, plusieurs auteurs ont montré que le caféier est capable 
d’embryogenèse somatique sans nécessiter impérativement une adjonction .de 2,4-D 
(Staritsky et Van Hasselt, 1980 ; Yasuda et a/., 1985). Au cours de l’entretien de la 
vitrothèque, nous avons ainsi souvent observé la formation d’embryons somatiques sur 
le cal cicatriciel à la base de microboutures entretenues sur le milieu ne contenant 
que 0,3 mg.Ï’ de BAP, comme unique substance de croissance. De même, dans nos 
essais de cryoconservation, le milieu standard utilisé (1 mg.? de BAP) permet 
d’observer une reprise de I’embryogenèse somatique apres la congelation. Notre 
methode, appliquee aux caféiers, se distingue d’autres protocoles dans lesquels la 
présence de 2,4-D permet d’ameiiorer le taux de reprise de la prolifération par 
embryogenese adventive (Engelmann et a/., 1985 ; Kartha et a/., 1988). 
C. Pressions de S&ection 
Les méthodes de repiquage et de stockage, comme les conditions de 
l’environnement (milieux température, lumière), exercent des pressions de sélection 
différentielles selon leur adaptation aux espèces considerées. La principale difficulté 
est d’introduire et de maintenir une représentation équilibree de la diversité génétique 
d’un pool génétique donne. 
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1. MILIEUX DE CULTURE 
/ 
Dans l’optique d’un stockage à moyen terme, sans renouvellement du milieu, la 
concentration en éléments minéraux des milieux doit assurer le meilleur taux de survie, 
c’est à dire la meilleure adéquation entre les besoins du végetal et les réserves 
nutritives qu’on lui offre. 
.,;!, ’ 
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Dans notre étude, le complexe minéral de Heller (1953) paraît équilibré pour le 
développement des plantules mais pas assez riche pour assurer la nutrition sur 
plusieurs mois. En, revanche, le complexe de Murashige et Skoog (19621, couramment 
utilisé pour la micropropagation du caféier apporte, même dilué de moitié, une 
réserve nutritionnelle suffisante pour obtenir un taux éleve de survie. Enfin, le milieu B5 
de Gamborg et a/. (1968) semble particulièrement favorable d’une part à la 
germination et d’autre part au développement des premiers stades des piantules de 
caféiers. Nous avons aussi pris en considération les exigences particulieres des plantes 
vis à vis de certains éléments organiques ou hormonaux indispensables (acides 
aminés, extraits protéiques...). 
Par ailleurs, il nous faut éviter, dans la mesure du possible, toute utilisation de 
substances réputées toxiques, comme le DMSO, substance utilisée pour la 
cryoprotection des embryons somatiques congelés dans l’azote liquide. Nous essayons 
de limiter ses effets secondaires éventuels en réduisant le temps de contact avec le 
matériel végétal et les concentrations appliquées. 
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2. L’ENVIRONNEMENT PHYSIQUE 
Chacun des facteurs de l’environnement _ qualité du flaconnage, intensité 
lumineuse, température, support de culture _ joue un rôle dans les conditions de 
maintien des cultures in vitro Les différents paramètres doivent donc être choisis avec 
’ un maximum de précision. 
Au cours de nos essais, nous avons ainsi constaté que les embryons zygotiques 
isolés se développaient mieux dans un volume relativement réduit, proportionnellement 
à leur dimension. Par ailleurs, ils préféraient l’obscurité, pendant les premieres phases 
de leur croissance, b i’eciairement standard des salies de culture. 
En abaissant la temperature de 27OC a 2O”C, nous avons pu ralentir la 
croissance des microboutures sans affecter leur taux de survie, facteur principal dans 
un processus de conservation. Cette temperature de 20°C réduit le metaboiisme 
générai en provoquant une diminution de la vigueur de croissance et une chute plus 
précoce des feuilles basaies de la microbouture. Nous ne devons pas oublier aussi le 
risque de “chiiiing injury” sur les plantes tropicales à des températures de stockage 
comprises entre 5 et 20°C (Wilson, 1987). 
La structure du support de culture selon l’agent gélifiant (Gel-Rite@ / agar) peut 
jouer un rôle très important sur le comportement et la vitrification des piantules. Si 
certains caféiers de l’Afrique de l’ouest ou centrale apprécient tout particulièrement le 
support Gel-Rite@, ce n’est pas le cas pour C. pseudozungueburiue, C. sessilifora ou 
C. racemosu et pour certains taxons malgaches, dont C. tetragonu, originaires de 
zones beaucoup plus arides. 
3. METHODE DE REPIQUAGE 
Dans l’entretien d’une collection, on doit prélever systématiquement une 
microbouture par expiant initiai, que ce soit parmi les descendances d’une population 
ou entre les boutures issues de multiplication cionaie. Cette stratégie permet dans le 
premier cas de garder la représentation de la diversité et dans le deuxième cas 
d‘éviter la multiplication d’un seul sous-clone qui peut s‘avérer être un hors-type. Les 
boutures surnuméraires sont placées dans une collection tampon, rassemblant du 
matériel disponible pour les essais ou les échanges de germpiasm. 
4. CONDITIONS DE STOCKAGE 
Les cultures stockees dans des conditions de vie ralentie, pour un à deux ans, 
demandent une surveillance régulière, tous les 3 à 4 mois, afin d’apporter si 
nécessaire un complément nutritif et d’éviter la dessiccation du milieu. Dans notre cas 
le compiement nutritif n’a pas 6th necessaire, contrairement au cas de la chicorée 
(Mix et Frese, 1988). Pour éviter a la dessiccation, on doit porter une attention toute 
particulière au taux d’humidité relative des salies et au mode de fermeture plus ou 
moins étanche de la vaisselle de culture. Dans notre étude les capuchons des tubes 
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sont scellés avec un film de Scell-O-Frais. Les flacons sont seulement vissés et ce sont 
eux qui présentent les plus forts taux de déshydratation des mllieux, Ii& aux variations 
du taux d’humidité des chambres (40 à 70 VO). Avec cette déshydratation, si le 
stockage se prolonge sans apport d’un supplément de milieu liquide, on note une 
baisse de viabilité et une perte du matbrie stocké. 
II. ETABLISSEMENT D’UNE VITROTHEQUE D CAFEIERS 
La duplication d’une collection actuellement en champ est une forme 
d’assurance contre la perte d’un germplasm unique. Elle permet en outre d’assurer 
une distribution aux autres centres de recherche pour l’évaluation et l’utilisation du 
germplasm stocké en vue de I’am(tlioration des espèces cultivées. Dans la pratique il 
s’agit de stocker in vitro une collection de travail ou “tore collection” des cafbiers 
spontan& et des fomes Cultiv&es, c’est-à-dire de consewer les différents groupes 
gén&iques et des génotypes particuliers. Nous venons de voir les milieux appropriés à 
chaque &ape et les m&hodes assurant une bonne conformité g&&tique jusqu’au 
retour In vivo. La conservation est réalisée selon deux stratégies compl&mentaires : le 
maintien en vie ralentie de microboutures et la cryoconservation de souches 
embryogènes. Nous présentons nos choix strathgiques et technologiques pour Etablir 
une vitrothèque de caféiers. 
A. Choix du maMiel vGg&tal i4 l’introduction des cultures in vitro 
Les Echantillons sont prélevés dans les collections de base au champ, cr&es en 
Côte d’lvoire, à Madagascar et en Ethiopie. Selon les partlcularit& du matériel à 
conserver, qu’il s’agisse de populations avec des écotypes bien définis ou bien de 
génotypes Pr&is, nous utilisons des graines ou bien des jeunes tiges orthotropes. 
La conservation d’une bonne représentation de la diversité génetique de 
chaque groupe spécifique peut être réalisée avec un nombre limité de graines et de 
souches dans un espace réduit. La graine ne permet de conserver in vitro que le 
g6notype d’une lignée autogame dont les caractères sont fixés, comme pour les 
diffhrents cultivars de C. urab~cu, espQce b autogarnie préf&entielle. Ce n’est pas le 
cas pour le matériel urabicu spontané, qui recèle une hétérozygotie résiduelle non 
n&gllgeable, Dans ce cas, la mise en culture de plusieurs graines de chacune des 
origines permet de conserver une bonne image de I’espGce. La plupart des autres 
espèces du genre CO%% étant diploïdes et allogumes, chaque individu est tr& 
fortement hétérozygote, ce qul se traduit pur une grande variabilité intra- 
descendance. En pollinisation libre, la descendance d’un arbre-mère couvre ainsi une 
large diverslt6 de la population. L’organisation gén&ique de certaines de ces 
espdces, comme C. cunephom, en pools gbniques ou écotypes différenciés, sera 
prise en compte en créant des sous-groupes. Le nombre de groupes lnfrasp&ifiques, 
défini par des analyses de diversité, est choisi en fonction des caractéristiques de 
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I’espece, comme par exemple 2 pour C. sessilifloru (Anthony, 1991) ou 3 pour 
C. congensis (Anthony et Le Pierres, 1987). 
En outre les géniteurs d’intérêt particulier et les variétes clonales, chez 
C. canephora ou des hybrides Fl de C. CYKI~~CU, seront reproduits par voie vegétative 
pour assurer la conservation d’alleles rares ou de combinaisons genétiques 
exceptionnelles. Etant donne la forte hétérozygotie des individus, le bouturage de 
noeud ou le greffage deviennent les seules solutions. Les axes végétatifs preleves 
dans les collections en champ sont tout d’abord bouturés en serre tropicalisee. La 
mise en culture in vitro n’intervient qu’ultérieurement, après cette periode de 
préparation par sanltatlon, dite stade 0. 
L’échantillon preleve dans la collection de base en champ est de 5 6 10 graines 
par groupe de diversité. Notre étude portant sur une quinzaine d’especes et une 
cinquantaine de groupes génetiques, qu’il s’agit de placer en conditions in vh, les 
effectifs 0 manipuler sont limités. Chaque génotype choisi, issu de germination ou 
introduit par bouturage, est multiplie par microbouture de noeud. II est alors 
représenté par 3 a 5 microboutures dans chacune des chambres de culture. Les 
2.500 tubes, couvrant 1,s m2 d’étagere, représentent une collection en champ de 
10 ha. 
B. Nuture et dimension du mutériel conservé in vitro 
Pour les microboutures de caféier, nous avons choisi des tigelles feuillées de 
2 cm environ, chacune d’elles étant formée d’un axe orthotrope dont on a conservé 
le bourgeon terminal. Ce sont des microboutures de tête. Les autres fragments de 
tige, issus du fractionnement des microboutures sont cependant repiques dans la 
vitrothèque où ils. developpent de nouvelles tigelles, a partir des bourgeons axillaires 
latents du noeud supérieur. 
La nature et la taille des explants conservables in vitro varient du méristème 
apical à la plantule enracinée, en passant par des microboutures de différentes 
dimensions. Certains auteurs commencent leur processus de conservation en prélevant 
des méristèmes, soit pour assainir le matériel virose, comme dans le cas du tara 
(Staritsky et a/., 1986), soit parce que la croissance caulinaire est alors suffisamment 
faible pour permettre, en elle-même, la conservation in vitro des génotypes (Bajaj et 
Gill, 1986). Pour le caféier, Kartha ef a/. (1981) montrent ainsi qu’en prélevant des 
explants de 0,3 mm, sur du C. urabicu, les tigelles n’atteignent que 2 à 3 cm au bout 
de 2 ans. De même, Aponto de London0 et a/, (1988) stockent, à partir d’apex de 0,5 
à 1 mm, un hybride interspécifique, pendant 14 mois. 
Dans d’autres cas, on utilise les structures plus complexes du bourgeon terminal, 
qui sont encore de taille très réduite dans le cas du bananier (Banerjee et de Langhe, 
19861, ou bien plus developpées (1,5 cm> comme dans l’exemple du kiwi (Monette, 
1986). Les microboutures peuvent être formees d’un fragment de tige avec un seul 
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noeud, c’est le cas de la vigne (Go@, 1985) ou bien d’une tigelle avec plusieurs 
noeuds. Leur taille varie alors de 1 cm pour le poirier (Wanas et a/., 19861, à 45 cm 
pour le chrysantheme (Preil et Hoffmann, 1986). La taille des explants joue aussi un 
rôle tres important sur le taux de survie pendant et apres le stockage (Chun et Hall, 
1986). 
Druart (1985) montre que des tigelles d’arbres fruitiers des regions temperees 
(pommier et prunier), défeuillees et etêtees, pour les placer dans des conditions 
proches des conditions hivernales, pewent Qtre stockees pendant 3 à 4 ans. 
Cependant la plupart des essais rapportes montrent que les tigelles d’arbres fruitiers, 
feuillées et dont on a laissé le bourgeon terminal, supportent bien la conservation à 
basse temperature, pendant des périodes relativement longues, un an pour le 
pommier (Lundergan et Janick 1979) et 18 mois pour le poirier (Wanas et a/., 1986). 
C. Phase preparatoire au stockage in vitro a basse temperature 
Dans notre etude, nous avons choisi de laisser aux microboutures le temps de 
latente necessaire a une reprise de la croissance, et si possible 6 l’enracinement, en 
les plaçant pendant un mois à temperature normale, avant le stockage a 20°C. 
La plupart des essais de stockage à basse température sont precédés d’une 
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phase de preculture a la temperature des conditions normales de culture. Cette 
phase est d’une duree variable selon les especes. Elle est d’une semaine pour le 
poirier (Wanas et a/., 1986). de 10 à 14 jours pour le taro (Staritsky et a/., 19861, de 
4 semaines pour divers arbres australiens (Williams et Taji, 1987), d’un mois pour’ la 
vigne (Galzy et Compan, 1988) et de 1 a 3 mois pour le fraisier, temps ici nécessaire 
pour passer du bourgeon terminal, mis en culture, a la plantule enracinee (Mullin et 
Schlegel, 1976). 
L’Équipe de Marino et 01. (1985) a montre de même, sur les Prunus, l’importance 
de la condition physiologique des cultures au début de la periode de stockage a 
basse temperature. Une préculture de deux semaines à la température normale evite 
une perte de croissance due au stress provoqué par le repiquage. En revanche, 
Lundergan et Janick (1979) placent des microboutures de pommier en chambre froide 
directement apres le repiquage, et obtiennent cependant, un bon taux de survie, 
apres un an de stockage a 1°C ou à 4°C. 
Une phase de preculture, à température normale et suffisamment longue, 
permet, en outre, l’enracinement des microboutures. Les plantules ainsi constituees ont 
un meilleur équilibre physiologique, ce qui entraîne un taux de survie nettement 
améliore pour la conservation à basse temperature (Sauer, 1985). Selon Galzy et 
Compan (1988) cette étape morphologique est indispensable pour la vigne. Cette 
methode a permis de réaliser des records de longevité dans la conservation in vitro 
de materiel végétal à basse temperature, 6 ans à 4°C pour le fraisier (Mullin et 
Schlegel, 1976) et 5 ans à 2-3°C pour le chrysanthème (Preil et Hoffmann, 1986). 
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D. ParticulariWs de comportement in vitro des diff&entes origines 
ghetiques 
Le plus sowent, les observations montrent que chaque origine de caféier réagit 
in vitro d’une façon particuliere, ce qui complique sérieusement la tâche dans la 
mesure où l’on cherche à maintenir l’ensemble de la collection dans des conditions 
standard. Chacune des especes placees sur le milieu standard a un comportement 
différent caract&lsé par : son enracinement, son eiongation caulinaire, sa dominante 
apicale, ou non, qui entraîne le developpement de tigelles secondaires ou bien par 
son aptitude d I’embryogenese somatique. 
Certaines origines se distinguent tout particulierement, comme C. congensis, 
espece a adaptation ripicole originaire de l’Afrique centrale (Berthaud et Guiilaumet, 
19781, qui exige des conditions de culture bien definies. II est b noter que dans les 
collections de bases maintenues au champ, cette espece, fragile hors de son habitat 
naturel, nécessite, la encore, plus d’attention que d’autres. Son maintien en pepinlere 
se fait alors par un greffage lmperatif sur un porte-greffe vigoureux (Anthony et Le 
Pierres, 1987). Par ailleurs, si les conditions de culture in vitro, actuellement utilisées, 
conviennent plus ou moins bien à la plupart des especes d’Afrique, la culture des 
Mascarocoffea demande encore, et ce pour chaque taxon, une recherche de 
conditions optlmlsees ne serait-ce que pour leur maintien en conditions in vitro. Ces 
differences de comportement s’observent egalement pour la vigne (Barlass et Skene, 
1983 ; Galzy et Compan, 1988), ou pour la pomme de terre comme Westscott (1981 a) 
le rapporte en comparant les comportements en fonction de I’ecologie de la zone 
géographique de provenance des échantillons. 
Dans le cadre de notre etude, nous devons malgré tout nous astreindre a 
obtenir dans chacun des cas, la meilleure adaptation possible aux conditions in vitro. 
Si des génotypes présentent quelques difficultés, ce sont ces conditions in vitro elies- 
mêmes (milieux temperature, lumière,..) que nous devons impérativement modifier en 
consequence, pour éviter I’erosion genétique de la vitrothèque et l’orientation de la 
collection en exerçant ainsi une pression de sélection. 
Cependant, malgré la grande diversité des espèces introduites, nous avons 
observés globalement de bons résultats, avec le maintien in vitro de chacune d’elles. 
E. Stockage des cultures en croissance ralentie 
Pour plus de sécurité la collection est dupliquée en répartissant les cultures dans 
plusieurs chambres a température réduite 2O”C-22°C. On conserve par aillleurs un 
stock de microboutures à 27°C en conditions normales pour assurer la disponibilite 
immediate du matériel. 
Le ralentissement de la croissance des microboutures peut être obtenu, tout 
d’abord, par modification du milieu d’entretien, en diminuant la concentration de BAP, 
jusqu’à son absence totale, pour certaines espèces (Bertrand-Desbrunais et a/., à 
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paraÎtre)(annexe F). Nous avons vu aussi que la réduction des réserves nutritives 
disponibles, avec des milieux basés sur de faibles concentrations en saccharose et en 
sels minéraux, freine l’allongement des tigelles. Par ailleurs. le stockage à la 
température réduite de 20°C, ralentit l’activité métaboiique générale, favorisant ainsi 
la survie des microboutures conservees un an sans repiquage (Bertrand-Desbrunais 
et a/., en preparation). Ces deux methodes facilitent la conservation en vie ralentie. 
1. CHOIX DES MILIEUX 
Compte tenu des resuitats observes dans cette étude, ii est &Vident que les 
differentes etapes requièrent chacune un milieu particulier. 
La germination des embryons isoles de caféiers est favorisée par l’utilisation de 
milieux dépourvus de toute substance de croissance exogene. A l’oppose 
l’introduction in vitro par bouture de noeud demande un milieu contenant 1 mg.Ï’ de 
BAP, facilitant le debourrement des bourgeons axiiiaires sériés latents. 
Pour l’entretien de la vitrotheque, la plupart des microboutures sont piacees sur 
le milieu standard Mi13, la seule variation étant le rythme des repiquages. En prenant 
pour objectif d’espacer les repiquages au maximum, les espèces à croissance 
relativement lente comme C. urabIcu ou C. lberica placées dans les conditions 
standard ne sont repiquées que tous les six à huit mois. Les espèces au 
développement plus rapide comme C. mcemosu demandent dans ces conditions des 
repiquages plus fréquents. Par ailleurs, nous observons qu’une diminution de moitié de 
la concentration des Oiements mineraux de Murashige et Skoog (1962) semble 
favorable a C. urab/ca. Elie limite la vigueur de croissance, qui s’observe surtout par 
une élongation moindre de la tige, mais n’affecte pas le taux de survie. Une 
modification toute particuiiere a été mise au point pour C. congensis qui est 
actuellement entretenu sur un milieu Mil3 modifié, la solidification se faisant avec du 
Gel-Rite@ à la place de i’agar. 
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Le cycle de microbouturage est realisé le plus souvent sur des milieux contenant 
les Qiéments mineraux de Murashige et Skoog (1962). Quelques essais nous ont 
cependant montre que le complexe minéral du B5 de Gamborg (1968) est tout aussi 
favorable, sinon plus, au deveioppement des microboutures. Dans l’état actuel des 
choses, seuls quelques génotypes sont maintenus sur ce milieu, alors que la plus 
grande partie de la collection est entretenue sur le milieu standard Mi13, contenant en 
outre 0,3 mg.1“ de BAP. De plus, si besoin est pour acceiérer la multiplication des 
genotypes nous augmentons la concentration en BAP jusqu’à 1 ou 2 mg.Ï’, ou bien 
nous remplaçons I’agar par du Gel-Rite@. 
2. RYTHME DES REPIQUAGES 
Le maintien de la vitrotheque dans les conditions standard, permet d’effectuer 
les repiquages en moyenne tous les 6 à 8 mois. Pour Mix (1982) avec une collection 
de pommes de terre et pour Galzy (1985) avec une collection de vigne, le rythme des 
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repiquages est annuel. Cet intervalle, relativement long, est possible, car pour ces 
deux collections les auteurs ont mis au point des méthodes limitant la croissance in 
vitro. Pour Galzy (1985) apres chaque repiquage annuel (tous les 14 mois) les cultures 
sont placer en conditions normales (21 “C au lieu des 12OC imposes pendant le 
stockage) pendant 2 mois, ce qui permet de régénerer la collection, avant de la 
soumettre a une nouvelle perlode de froid. Le delai de stockage peut Qtre rallonge 
comme pour la collection de manioc entretenue au CIAT dont le repiquage 
systématique de l’ensemble de la collection ne se fait que tous les 2 ans (Chavez 
et a/., 1987). 
3. SORTIE DE CONSERVATION 
Dans notre etude les microboutures sont placées directement à 27”C, mais elles 
ne subissent pas de repiquage immedlat sur un milieu neuf. A la sortie du stockage à 
basse temperature, le repiquage lmmediat n’est pas toujours la meilleure méthode 
pour observer une bonne reprise de la croissance. Comme Galzy et a/. (1988) le 
montrent pour la vigne, une post-culture de 2 mois à temperature normale, en laissant 
les plantules sur leur milieu de stockage, favorise une reprise des activités 
métaboliques. C’est aussi le cas pour le Saussure lappu (Arora et Bhojwani, 1989) dont 
les plantules, etiolées par leur stockage d’un an à 5°C et à l’obscurité, profitent d’un 
passage de 10 jours en conditions normales de température et d’éclairement pour 
reverdir. Williams et Taji (1986) observent une amélioration du comportement quand 
les cultures sont placees successivement à différentes températures intermediaires, 
avant de retourner à celle des conditions normales de culture. 
Pour les microboutures, le retour en conditions naturelles ne demande qu’une 
réadaptation avec enracinement. D’apres nos résultats, l’enracinement semble 
favorable à l’équilibre physiologique et à la survie pendant la conservation in vifro des 
microboutures en vie ralentie. Cependant, la présence de ces racines, formées in vifro, 
n’est pas utile au moment de la sortie du tube vers la plantation en serre dans des 
conditions non stériles. Ces racines peu fonctionnelles sont parfois spongieuses et 
lorsqu’elles sont placées en conditions non stériles, elles deviennent alors très vite des 
nids d’infection ce qui a des conséquences le plus souvent létales pour la bouture ou 
la plantule. Au moment choisi pour la sortie d’in vifro afin d’assurer une bonne reprise, 
ii est bien plus intéressant de sectionner ces racines dejà formées et d’induire une 
rhizogenèse secondaire. Celle-ci s’exprimera, après une dizaine de jours, directement 
en serre, en formant un système racinaire efficace, tant pour le maintien de la 
plantule dans le sol que pour sa nutrition. Guimares ef a/. (1987) montrent de même 
que pour la reprise in vivo d’embryons somatiques multipliés en milieu liquide, la 
radicule formée in vifro est inefficace pour la reprise en conditions naturelles. 
Avec le développement du système racinaire, la “miniaturisation~~. caracterisee 
par des petites feuilles et des entre-noeuds très courts, disparaît progressivement. Les 
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feuilles s’agrandissent peu à peu jusqu’à atteindre des dimensions normales en 4 à 
6 mois. 
F. Cryoconservdon 
La conservation à la temperature de l’azote liquide est actuellement réalisable 
pour des souches embryogenes de C, c~~~~icu (Bertrand-Desbrunais et a/., 1988) 
(annexe G) et de C. cunephoru (Bertrand-Desbrunais et Charrier, 1990). Cette méthode 
demande au prealable d’obtenir une culture prollferant par embryogenese 
somatique, puis de savoir regenerer des plantules à partir d’embryons ~SOI&. Cela 
represente dejà des étapes supplémentaires dans tout le processus de conservation. 
La cryoconservation offre cependant la possibilité de stocker des souches à fies 
long terme, sans entretien particulier, sinon de vérifier le niveau d’azote dans la 
bonbonne de stockage. Les repiquages successifs sont supprimés jusqu’au 
réchauffement, avec tous les risques de dérive génétique qu’ils présentent. 
L’entretien des souches embryogènes nécessite, selon Dublin (1984), d’enrichir le 
milieu avec du sulfate d’adénine et de l’extrait de malt. Par ailleurs, tout au long du 
protocole de ctyoconservatlon les milieux se succèdent pour l’entretien des souches 
embryogènes, pour la preculture ou après le réchauffement. Les embryons sont ainsi 
soumis à des milieux de pression osmotique variable, afin de les préparer à la 
congélation puis de les remettre ensuite en conditions normales pour I’embryogenèse 
adventlve. La présence de saccharose à fortes concentrations ou de DMSO, n’est 
qu’une etape transitoire liée à ce processus. 
Pour les cultures embryogènes, le retour in vivo demande au préalable une 
régenération des plantes par germination des embryons somatiques et leur 
développement en plantules, qui peuvent alors être placées en serre. 
Ill. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Les methodes de culture In vitro mises au point sur quelques genotypes de 
caféiers cultives sont donc applicables à diverses espèces : culture d’embryons, 
microbouturage et embryogenèse somatique sur cal. Les résultats acquis au cours des 
différentes études ont apporté une meilleure connaissance des besoins requis pour 
l’introduction in vitro, pour la multiplication des microboutures et le maintien de la 
collection en vie ralentie et enfin pour la cryoconservation des souches embtyogenes. 
Les différents essais sur la germination de f’embryon zygotique isolé ont souligné 
l’influence des conditions de culture et de la composition hormonale du milieu de 
culture. Le protocole mis au point pour la culture d’embryons zygotiques, résume dans 
l’annexe C, nous a permis l’introduction d’une quinzaine d’espèces de caféiers en 
vitrothèque. Nous avons aussi montré l’efficacité de la désinfection lors de la culture 
d’embryons par rapport à l’introduction de fragments de tige. 
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Figure 34 : Relations entre les ressources génétiques des cafkiers et la conservation en 
conditions in vitro 
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Dans l’étude du comportement des microboutures, nous avons observé 
l’influence de la composition minérale et hormonale du milieu de culture, ce qui nous 
a permis de définir des conditions propices à la multiplication et d’autres à la 
conservation à moyen terme, avec un intervalle entre les repiquages de 6 mois à un 
an. Le protocole de multiplication basé sur une production de tiges développees à 
partir des seuls bourgeons pré-existants, comme les bourgeons axillaires latents, 
semble le plus approprie pour Qtablir une conservation à moyen terme des ressources 
génétiques du caféier. 
Cette thèse présente aussi la premiere experience de cryoconservation de 
cafeier, sur une souche de C. arobico cv. “Caturra amariiion. Des essais 
compiementaires sur une souche embryogene de C. cane@rora ont montré que 
quelques modifications mineures, au cours du cycle de cryogénie, permettaient 
d’améliorer le taux de reprise. Cependant, cette etude, se limitant actuellement à 
deux especes, est difficilement applicable a l’ensemble de la collection de base du 
fait de la lourdeur du protocole. En effet, la cryoconservation de souches 
embryogènes a deux inconvénients : l’obtention de I’embryogenèse somatique 
nécessite un passage par un stade cal et le nombre de souches est très limité. Dans 
une perspective de maintien maximum de la stabilité genetique il serait intéressant 
d’étudier les possiblités d’éviter ce stade en utilisant des embryons zygotiques ou des 
merlstèmes caulinaires. 
L’établissement de la vitrothèque permet de developper d’autres 
experimentations de conservation de vitroplants en vie ralentie et d’autres études de 
cryoconservatlon. La collection en tube nous donne aussi du materiel de base pour 
de nombreuses autres recherches de laboratoire et echange de matériel vegétal. 
Ainsi, sur la base des études menees, une vitrothèque de travail a été établie au 
CIRAD dans le depattement de I’IRCC, en 1990. Elle rassemble les différentes varietés 
et clones cultivés des espèces C. aIo&a et C. cunephora dont on Qtudie ici le 
comportement en phytopathologie vis à vis de la rouille, de l’antrachnose des baies, 
de leur resistance aux nématodes ou à la mineuse des feuilles. 
Avec la caractérisation genétlque de chaque cafeier par électrophorèse 
d’isozyme ou RFLP (analyse des fragments de restriction des I’ADN), il est possible 
d’affiner le choix des individus a conserver pour couvrir l’ensemble de la diversité et 
constituer une %ore collection”. Celle-ci réduit le nombre de génotypes stockes et 
facilite la diffusion et l’échange du matériel vegétal a plus grande échelle. Cette 
collection in vitro est donc une autre forme du stockage des ressources genétiques 
des cafeiers qui s’integre au reseau de conservation des ressources génétiques 
(fig. 34). 
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Annexe A 
ANNEXE A : ELEMENTS MINERAUX 
Réf&ertces 
MS 
Murashige & Skoog 
(1962) 
Macro-Wments (mM) 
NH4N0, 
KNO, 
NaNOs 
CaCI,, 2Hz0 
MgSOb. 7H20 
KH,P04 
KCI 
‘NH&SC$ 
NaH2P0,, Hz0 
20,6 
18,8 
3,o 
1,5 
1,2 
Micro-mts (pM) 
KI 50 
H3B03 100 
MnSO,, 4H,O 100 
ZnSO1. 7Hz0 30 
NaMoO,. 2H,O 1,o 
CuS04, 5Ha0 0,l 
CoC12. 6H,O 0,l 
AICI 
NIC$, 6H,O 
Fe &MI 
25 
1,o 
1.0 
1,o 
1,o 
4,5 
50 
60 
7.0 
1,O 
0.1 
coknlna 
Heller 
(1953) 
0,8 
0,06 
16 
084 
3.5 
Pour toutes les compositions minérales, le fer (100 PM) est rajouté sous forme de 
chelat avec EDTA selon la formule de Jacobson. 
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Mecroél6mnh 
MkmMmentr 
complexe afganlqus 
Sacch- mM 
AlApA 
SAP pM 
REFERENCES 
Ml1 
MS 
ml 
1 
SO 
0 
4,4 
I ‘h!ILIEUX DE GERMINATION 
Mi5 Ml7 Ml.3 Ml0 
Hdkf Helhr x2 8612 0512 
l-kdler tidhr w b5 
5 5 5 4 
5&4 5&4 558,4 5&4 
2.5 0 25 0 
1 0 1 0 
I hdILIEUX DE MICROBOUTURAGE I 
REFERENCES 
Annexe B 
COMPLEXES VITAMINIQUES ET ORGANIQUES 
1 1 1 2 I 3 I 4 I 5 I 6 I 7 
I Pantothhateds ca UM I 2 2 1 2 
1 M6so-inotitol pM ! 095 1 095 1 0,55 1 os5 I 1 I 095 I 095 1 
1 Acide nlcotinique pM 6 8 30 30 8 8 8 
1 Thiamina HCI a 3 3 30 30 3 5 3 
5 5 15 15 4 30 5 
HtNL;ES Wetmore 
1951 
1981 1971 
(modiR6) 
1983 1981 
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ANNEXE C : 
PROTOCOLE DE GERMINATION IN VITRO DE L’EMBRYON ZYGOTIQUE . 
P .  -  - . -  * 
Desinfection : 
On steriiise la surface des graines par trempage dans une solution aqueuse 
Wiypochlorite de Sodium à 125 % de Chlore actif pendant 20 mn. Rinçage trois 
fois a l’eau sterile 
Extraction aseptique de I’embryon : 
L’embryon est degagé par des incisions dans l’albumen corné. II est prelevé dans 
des conditions stériles, et déposé à plat sur le milieu de culture dans un tube* 
Milieu de culture : 
Eléments minéraux de B5 dilues de moitié, 
cystéine 130 /LM 
acide nicotinique 30 /.LM 
thiamine-HCI 30 /LM 
pyridoxine 15 pM 
méso-inositol 550 /LM 
saccharose 58,4 mM 
agar 6,5 g/l 
Conditions de cultures : 
La température est Q tout moment de 27°C. 
Stades de développement 
A L’OBSCURITE 
, la radicule s’enfonce dans la gelose 
. la plantule se redresse 
. les cotylédons s’ouvrent 
. la gemmule débourre et la tigelle s’allonge 
A LA LUMIERE 
12h / 12h . la plantule a 2 ou 3 paires de feuilles 
A ce stade du développement, on sectionne I’hypocotyle. 
La tigelle, ainsi prelevée, est repiquée sur le milieu de multiplication utilisé pour les 
microboutures. 
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ANNEXE D 
1. CALCULS STATISTIQUES 
A. Comparaison d’effectifs 
1. KHI-2 GENERAL 
Hcl : Hypothèse selon laquelle les distributions sont identiques quel que soit le 
traitement 
Si Ho est rejetée, il existe au moins un traitement présentant une distribution 
diff&ente des autres, on compare alors les distributions deux à deux. 
Le test du khi-2, bien qu’il teste des probabilit&, est utilisé avec les effectifs 
observés et les effectifs attendus sous Ho. 
2. COMPARAISON DES DISTRIBUTIONS DEUX A DEUX 
a - Adapter le seul1 de chaque comparalson en fonction du nombre de 
comparaisons (c) : 
a 
CY’ = ---- 
C 
b - Utiliser le test khl-2 pour comparer les distributions deux à deux, en prenant <r’ 
comme seuil de slgnlflcatlon. 
B. Test de T.A. RYAN 
Le test de RYAN (1960) est un test de comparaison multiple de n quantités 
clossables par ordre de grandeur, deux à deux. II adapte le seuil de chaque 
comparaison, de telle sorte que le risque global effectif de l’ensemble des 
comparaisons solt limité à une valeur donnée (Y. 
Pour comparer les deux extrêmes d’un groupe de taille k, la valeur adaptée, 
appelée (Y’, est ajustée comme suit : 
20 
a’ = -----w-m 
n(k-1) 
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C. Comparaison de proportions 
1. ADAPTER LE SEUIL DE CHAQUE COMPARAISON POUR LE TEST DE RYAN. 
2. UTILISER LE TEST DE COMPARAISON DE DEUX QUANTITES QUI SONT ici DES 
PROPORTIONS : 
1 po, - po2 1 
x =--------------------- 
polqo, po2q02 
( ------ + ------ ) -0,s 
n 
01 
n 
02 
(si la loi est binômiale, x suit une loi de GAUSS réduite) 
n 2 3 4 5 
k 
2 a’=0,05 a’=O,O33 ar’=O,O25 (r’=O,O2 
x,=1,645 x,=1,838 x,=1,96 x,=2,054 
3 a’=O,O 167 a’=O,O 125 a’=O.O 1 
x,=2,127 x,=2,257 x,=2.326 
4 a’=O,OO83 ar’=O,OO67 
x,=2,395 x,=2,473 
5 a’=O.O05 
x,=2,576 
Tableau 2 : calcul des CY’ puis des xt correspondants calculés à l’aide de la table de 
GAUSS (pour a = 0,051 
Si la valeur observée x est supérieure ou égale à la valeur tabulaire xt, la 
différence entre les proportions p,, et p,, est significative : 
on rejette I’hypothese Ho : p,, = p,, 
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ANNEXE E 
PROTOCOLE D’HISTOLOGIE 
i. INCLUSION DANS IA RESINE : 
a. Pr&inclusion dans de la gelose : 
Pour faciliter les manipulations ultérieures, les embryons isolés et les massifs 
embryonnaires sont pré-inclus dans de la gélose a 15 O!b. Des blocs, contenants les 
échantillons, sont ensuite découpés en cubes de 2 mm de côté. 
b. Fixation : 
La première phase de la fixation est réalise@, le plus rapidement possible, à 
température ambiante, avec un passage sous vide partiel pendant 15 mn. Le volume 
de fixateur nécessaire correspond environ à 60 fois le volume de I’explant. 
La fixation continue ensuite dans le même bain, pendant 48 heures à 4°C. Les 
échantillons, ainsi fixés, peuvent alors être stockés dans de l’alcool à 70”. 
Composition du fixateur : 
. Tampon phosphate pH 7,2 à 0,2 M 
. Paraformaldehyde a 10 % 
. Glutaraldehyde (sol. à 25 %) 
. Caféine 
. Eau distillée 
50 ml 
20 ml 
4 ml 
1Q 
26 ml 
c. D&hydratation : 
Lorsque les explants sortent de l’alcool a 70°, la déshydratation se poursuit dans 
les bains suivants : 
. Ethanol 95” 15 minutes 
. Ethanol 100” 30 minutes 
. Ethanol 100’ 15 minutes 
Les explants étant inclus dans de la gélose, il est toutefois préférable de parfaire 
la déshydratation par 3 bains d’éthanol à 100” : 
. Ethanol 100’ 
. Ethanol 100” 
. Ethanol 100” 
15 minutes, avec un vide partiel de 10 minutes 
1 heure 
toute la nuit 
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d. Imprégnation : 
Les explants peuvent être transférés directement du dernier milieu de 
déshydratation dans la solution d’imprégnation; solution qui comprend la résine de 
base à laquelle on rajoute un activateur. 
Pour faciliter la pénétration de la resine, on fait un vide partiel pendant les dix 
premières minutes. L’imprégnation dure ensuite au minimum une nuit à 4%‘ mais pour 
les explants inclus dans la gélose, la durée peut s’allonger à plusieurs jours. Les 
explants bien imprégnés apparaissent translucides et tombent au fond du récipient. 
e. Inclusion : 
Le milieu d’inclusion contient la résine du milieu d’imprégnation à laquelle on 
rajoute un durcisseur.La résine est versée dans des moules à inclusion, puis on 
immerge et on oriente I’explant sous la loupe binoculaire. II est en effet necessaire de 
bien surveiller cette orientation car, la réaction étant exothermique, il se produit des 
mouvements de convexion qui entraînent une désorientation de I’explant au cours du 
durcissement. 
Le milieu commence sa polymérisation à partir de 5 minutes, à température 
ambiante. II est visqueux au bout de 15 à 30 minutes, mais il faut attendre 1 d 
2 heures pour avoir le durcissement complet. 
f. Coupes en résine : 
Les coupes sont realisees à l’aide d’un microtome LKB, avec un couteau d’acier 
à lames jetables. L’épaisseur des coupes est de 2S prn. Elles sont récupérées à la 
pince et etalées une à une dans un cristallisoir rempli d’eau distillée. Les coupes sont 
ensuite recupérées sur des lames dégraissées à l’alcool et mises à sécher sur une 
platine chauffante. 
2. COLORATIONS CYTOLOGIQUES : 
a. P A S ( ac. p&iodique - Schiff) : 
. Hydrolyse par l’acide périodique à 1 OtO, pendant 5 mn. 
. Lavage à l’eau courante 
. Coloration par le réactif de Schiff, à l’obscurité, pendant 20 mn. 
. Lavage jusqu’à ce que l’eau soit incolore. 
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Réactlf de Schlff : 
La préparation se fait par la dissolution de 1 g de fuschine basique, 
préalablement broyée, dans 200 ml d’eau distillée portée à ebullition. La solution est 
ensuite mise à refroidir et dès que la température est de 50°C environ, on rajoute 2 g 
de metabisulfite de Na anhydre et 20 ml d’acide chlorhydrique N. Après totale 
dissolution, on rajoute l,5 g de charbon actif, et on place la solution 24 heures à 
l’obscurité avant de la filtrer. Cette solution doit être ensuite toujours maintenue à 
I’obscurite. 
b. P A S + hematoxyline de Regaud : 
. Réalisation d’un P A S 
. Mordançage dans une solution d’alun de fer et d’ammonium à 3 %, pendant 
30 mn. 
. Lavage à l’eau courante 
. Coloration par I’hématoxyline de Régaud durant 30 mn. 
. Lavage 6 l’eau courante 
. Régression. avec un suivi au microscope, dans la solution d’alun a 3 YO. 
H6matoxyiine de Régaud : 
Faire, fondre dans un mortier, 1 g d’hématoxyline dans 10 ml d’ethanol à 95”. 
Ajouter lentement, en agitant, 10 ml de glycérine et compléter avec 80 ml d’eau 
distillee. La solution ne peut être utilisée qu’après six mois de stockage a l’abri de la 
lumlere. 
c. P A S + aniline blue-black : 
. Réalisation un P A S 
. Coloration durant 7 mn, par de I’aniline blue-black préalablement portée à 
60°C. 
. Lavage à l’eau 
. Régression dans de l’eau acétique a 7 VO, avec contrôle au microscope. 
Aniline blue-black : 
La solution est préparée par dissolution de 1 % d’aniline blue-black dans de 
l’acide acétique à 7 %. La solution est stockée sans condition particulière et 
réchauffée avant chaque utilisation. 
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ANNEXE F 
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Minimal growth in vitro conservation of coffee (coffea spp.) 
1. Influence of low concentrations of GBenzyladenine 
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Abstract 
We have studied the influence of low concentrations of 6-benzyladenine on growth limitation, in order 
to preserve coffee germplasm through a microcutting collection. Concentrations of 0 PM, 1.3 PM and 
4.4 PM were compared in four species: Qffea congensis, C. canephora, C. liber& and C. racemosa. 
After six months, microcutting behaviour varied between the different treatments, and a species effect 
was observed. The slow growing species (C. liber& and C. congemis) needed 1.3 PM; the others coffee 
species (C. canephora and C. racemosa) exhibited moderate caulogenesis on 6-benzyladenine-free 
medium. Zero and low concentrations did not affect survival rates. In conclusion 1.3 JJ,M seems most 
appropriate for conserving a11 four species. 
Abbreviation: BA - 6-benzyladenine 
Introduction 
More than 30 different coffee species have been 
collected in Africa and Madagascar (Berthaud & 
Charrier 1988). Seed viability dqes not exceed 1 
or 2 years under the best conditions: partial 
dehydration, followed by storage at 20°C in 
water-saturated atmosphere (Van der Vossen 
1979; Couturon 1980). This germplasm cannot 
be artificially conserved. and it is therefore 
stored in field collections. which are costly and 
exposed to environmental risks. 
The different techniques used for in vitro con- 
servation of plants producing recalcitrant seeds 
(small shoot-tip microcuttings, embryo rescuing, 
cryopreservation). have been reviewed (de Lan- 
gue 1984; Withers 1989). We have investigated 
coffee germplasm conservation using this ap- 
proach, by zygotic embryos germination and low 
cytokinin concentrations for the microcutting 
storage medium. 
Microcutting and embryogenesis are currently 
used for in vitro multiplication of the two culti- 
vated species C. arabica and C. canephora (Son- 
dahl et al. 1984). Most media have been perfect- 
ed for an intensive mulitiplication rate and con- 
tain BA concentrations from 2.2 PM to 44 PM 
(Zok 1985; Berthouly et al. 1988). With 44 PM 
BA, Custers (1981) obtained shoots which de- 
veloped a new pair of leaves every three weeks. . 
Currently cytokinin concentrations used may : 
change genomic expression as observed by phys- 
iological disorders in vitro and abnormal physiol- 
ogy of micropropagated plants in the field 
(Debergh 1937). 
In virr-0 conservation requires: 
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- preservation of genetic information. 
-a maximal survival rate, 
- the reduction of subculturing frequency. 
Increasing the subculture period to every 6 or 12 
months saves money and reduces the contamina- 
tion rate and the accidental substitutions of 
genotypes (Withers 1989). 
The aim of the present work was to study the 
effect of zero or low BA concentrations on in 
vitro limited growth in four coffee species of 
different ecologicai origins. In a second paper we 
Will discuss the influence of tempetiture and 
sucrose. 
. 
MaterIaIs and methods 
Experimental conditions 
The basa1 medium consisted of Murashige & 
Skoog (1962) salts supplemented with More1 & 
Wetmore vitamins (More1 & Wetmore 1951) and 
sucrose (90 mM). The pH was adjusted to 5.6 
with 0.1 M KOH prier to adding agar (7 gl-‘) 
and autoclavîng (20 min, 110°C). AU cultures 
were exposed to a 12-h photoperiod under warm 
white fluorescent tubes giving a light intensity of 
50 p mol.m-5 s-l. 
Before the expeximent, the plant material was 
maintained in growth phase on basa1 medium , 
supplemented with 1.3 pM BA. 
Microcuttings of three materna1 descents of C. 
canephora, one of C. congensis, one of C. 
liberica and one of C. racemosa were obtained 
by in vitro germination of zygotic embryos (Ber- 
trand-Desbrunais & Charrier 1990). The experi- . 
ment was initiated with terminai shoot tips (l- 
1.5 cm long, 2-3 nodes). Each shoot was trans- 
ferred to a glass culture tube, containing 20 ml of 
medium. The tubes were closed with glass stop- 
pers and sealed with adhesive tape to prevent 
desiccation. 
Growth on BA-free basa1 medium was used as 
a reference and was compared with growth on 
two levels of BA: 1.3 PM and 4.4 PM. The 
experiment was performed with 8 shoots per 
treatment for each strain. Each sample is formed 
by different genotypes sampled from one popula- 
tion. All tubes were distributed according to a 
random experimental design. 
Parameters and data analysis 
Al1 data were collected after a six-month culture 
period. The following parameters.were evalu- 
ated: survival. microplant height (length of the 
main shoot), axillary shoot development, adven- 
titious budding. rooting. callussing and basa1 ieaf 
10s~. These evaluations were made in a qualita- 
tive manner as presence/absence, except for mi- 
croplant height. which Was scored as no growth, 
height between 2 and 4cm, height greater than 
4cm. 
For the contingency tables analysis, the fre- 
quencies were compared used the Pearson x2 
test. The significance levcl was adjusted accord- 
ing to Ryan (1960) to allow multiple com- 
parisons two by two. 
The frequency tables were processed by corre- 
spondence analysis (Benzecri, 1973), which de- 
scribes the observed variability in terms of prin- 
cipal uncorrelated factors and quantifies the ef- 
fect of these factors. The interpretation had 
three aims: 
- to establish the biological significance of these 
factors with the help of their correlated var- 
iates, 
- to note the influence of BA on this process 
and, in terms of causality, on the depending 
parameters, and 
- to describe the behaviour difference between 
species according to these factors and in rela- 
tion to the BA supply. 
Bidimensional graphs allow the projection of 
individuals and variates on this new reference 
system. Some simple rules help in the interpreta- 
tion. The distance between an individual value 
and the origin expresses a difference with respect 
to the mean behaviour. The proximity of two 
individual values refiects similar behaviour. A 
frequency modality occurs near the origin, and 
two adjacent modalities indicate simultaneous 
presence. 
Results 
After six months. without subculturing, the sur- 
vival rate remained very high (95%) for a11 
trealments and was not dependent either on 
species or on BA concentration. 
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Variations induced by BA Species effect 
Characters influenced by BA concentrations 
were microplant height. axillazy shoot elonga- 
tion, adventitious budding on star tissue, and 
leaf loss. Reference medium (BA-free) reduced : ._ 
microplant height (98% were shorter than 4cm), 
axillary shoot development, and particularly ad- 
ventitious budding (Table 1). The addition of 
1.3 FM BA increased microplant height, axillary 
shoot development (35%). and adventitious bud- 
ding (6%), and reduced the rate of leaf loss. At 
the 4.4pM concentration, the caulinary meris- 
tcm activity clearly increased, cxpressed by ax- 
illary shoot development on many microcuttings 
(65%) and by more adventitious budding on 
cicatrical callus (37%). 
At a11 BA concentrations, each species had a 
different response for microcutting height, ax- 
$ary shoot development, adventitious budding 
’ and rooting (Table 2). Al1 C. congprtsis mi- 
croplants exhibited a height below 4 ti and poor 
rooting (4% on an average). C. fiberica also 
presented limited growth of the main shoot, but 
contrasted with C. congensis in terrns of active 
rhïzogenesis (54%). no adventitious budding on 
callus and strong apical dominante. C. cune- 
phora showed main shoot elongation and a high 
rooting frequency (83%). The three strains exhib- 
ited similar responses. Both C. racemosa and C. 
canephora exhibited marked main shoot elong- 
ation, but differed in terms of adventitious bud- 
Table 1. Effects of BA concentrations on wffec microplant growth’ 
BA Microplant Axiuary Adventitious Basallcaf ” 
wnccntration height C4 cm shoot budding losri 
(WI frequcn$ fmuency frequency fWpX$ 
0 9ff 2d 0” z? 
1.3 73’ 35’ 6’ 6’ 
4.4 82’ 65’ 37f 10’ .- 
X2 11.7 39.6 33.9 7.8 
df=2 p c 0.01 p < 0.001 p < 0.001 pco.05 ’ 
’ R explants exhibiting responsc. Each BA treatment was replicated 48 times with onc explant (1.5 cm long) per iube. Data were 
wllected after 6 months. Resuits are averagcd over aU wffee spccies. For each variable, data followed by a different letter are 
significantly diffcrent ( p ~0.05). 
b Microplant height reprexnts the length of UIC main shoot. 
‘The basa1 Ieaves tum ycllow and fall. 
Table 2. Influence of Cofieu spezics on coffee microplant growth’ 
Coffee specics Microplant Axillary Adventitious Rooting 
height <4 cm shoot budding frequency 
frequen$ frequency frequency 
C. congensir 100* 46*’ 12 4d 
C. liberica 100* 0’ 0’ 54’ 
C. canephortf 78’ 33d 11” 83’ 
C. racemosa 71’ 58’ 37< 83’ 
X‘ 15.2 20.1 13.5 40.8 
df=3 p c 0.01 p < 0.001 p < 0.01 p c 0.001 
’ % explants exhibiting response. Each coffee species was replicated 24-72 times with one explant (1.5 cm long) per tube. Data 
were collected after 6 months. Results are averaged over all BA treatments. For each variahle. data followed by a different letter 
;re significantly differenr ( p = 0.05). 
Microplant height represents the length of the main shoot. 
c The three C. c~mp/wr~ strains exhibited similar responses. 
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ding frequency (37% for C. rucernosa) and apical 
dominante. which was very low for C. racemosa 
and induced substantial axillary shoot develop- 
ment (5S%). 
Influence of BA concentration on meristematic 
activity arrd morphogenetic orientaxion 
Correspondence analysis of a11 observed charac- 
ter-s showed that most (85%) of the observed 
vatiability was explained by two factors (Fig. 
la). The first factor contrasted microplants with- 
out growth (no shoot elongation, no root or 
callus formation) and exhibiting loss of leaves, 
with taller microplants (4 to Scm). with root, 
callus, shoot elongation, adventitious budding 
and little loss of leaves. The biological phenom- 
enon likely to be at the origin of these changes is 
meresis (Le. intense mitotic activity). The sec- 
ond factor contrasted axillary shoot development 
with the presence of roots, and represented mor- 
phogenetic expression reflected in caulogenesis 
or rhiiogenesis. 
The supply of 1.3 PM BA resulted in enhance- 
ment of mitotic activity. At a concentration of 
4.4 ULM, caulogenesis was favoured at the expen- 
se of rhiiogenesis. This cytokinin therefore had 
two different effects depending on its concen- 
tration. 
Mitotic activity and morphogenetic orientation 
influenced some of the observed characters. 
T~US, meristematic activity was required for 
rooting, caulinary growth and adventitious bud- 
ding, and was also linked to the absence of leaf 
10s~. Of course, orientation towards rhizogenesis 
not only explained the presence of roots, but 
also indirectly the marked caulinary growth. In 
contra& orientation towards caulogenesis en- 
hanced axillary bud development and neoforma- 
tion of adventitious buds. Two characters did not 
depend on these first two factors: mortality and 
the presence of calluses. 
These two factors also describe species be- 
haviour. Mitotic activity was variable: low for C. 
congensis and C. fibericu. moderate for C. 
canephora and intense for C. racemosa. More- 
over, C. cunephoru seemed to express a well- 
balanced behaviour between caulogenesis and 
rhizogenesis. whereas C. congensis and C. 
rucemosu were oriented towards caulogenesis. In 
this respect they contrasted with C. liberica (Fig. 
lb). C. congensis and C. racemosa exhibited 
similar behaviours. except in the =Case of mer- 
istematic activity. BA facilitated the expression 
of caulogenesis at low concentration. and in- 
duced meristematic activity at high concentra- 
tion. C. canephoru exhibited a different be- 
haviour: the lowest concentration increased the 
mitotic activity while caulogenesis was greater at 
highest concentration. C. libericu did not exhibit 
any change between the concentrations of BA, 
which did not modify its inability to develop 
axillary bud into shoots. The only effect was a 
slight increase in mitotic activity. 
Discussion 
The comparison of the effects of BA on the four 
Cofieu species showed that: 
- low BA concentrations resulted in the growth 
limitation, 
- the effects of BA depended on its concen- 
tration and on the species, and 
- most varia-bility was explained by two indepen- 
dent factors: meristemritic activity and mor- 
phogenetic orientation towards caulogenesis or 
rhizogenesis. 
In this study, the BA supply stimulated ce11 
metabolism and high concentrations enhanced 
budding on microcuttings. These observations 
are consistent with Skoog & Miller (1957), who 
observed for the first time the role of the exogen- 
ous auxin/cytokinin balance in the orientation of 
in vitro organogenesis. 
It was also observed that the 4.4 +M concen- 
tration inhibited shoot elongation, particularly 
for C. canephorcz, by reducing intemode length. 
The same phenomenon has already been re- 
ported by Vieitez (Vieitez & Vieitez 1983) for 
chestnut microcuttings, using BA concentrations 
higher than 2.2 FM. 
Our resuhs confirmed the comparative study 
of Nissen (19SS), who showed that cytokinin- 
induced effects depend on cytokinin concen- 
tration (callus growth, retention of chlorophyll in 
senescing leaves. expansion of cotyledons), and 
noted genus- and species-specific differences in 
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Figure I 
a) t 
Ca&genesis 
Facto~ 2: 32 99 
c. Longensis 
b) 
A Caulogenesü 
F~or 2: 32 % 
-G3 
,C. congcnsis 
G2 
/ (11 
Gl 
Ll 
k Meristematic acfivity ~t-ütematic d iv&
* 
Factot 1: .S3 49 
Rhirogenesis 
Fig. 1: Coffee microcutting behaviour. Factorial plane l-2. Data were collected after six months. Media differ in BA 
concentration: 
(1) BA-free (2) l.?pM (3) 4.4 JLM 
Compared species were: 
(G) c. congeusis (C) c. co~lephoru (L) C. libericn (R) C. rOCt-l?lOSO 
(u) The parameters in bold type were the rcsult of changes occuring beween the start of culture’and the obsewation 6 months 
later. (b) The arrows indicate between-spccics differences in behGour with respect to increasing BA concentration. 
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response. For C. liber& the BA supply did not 
stimulate the axillary branching. 
Naturally. each coffee species requires special 
attention. For C. congensis and C. liberica, a low 
BA concentration seems to be an interesting 
method for germplasm maintenance in the 
medium-term. On the BA-free medium many 
microcuttings of C. congensis were very weak. 
Low BA concentration slightly enhanced growth 
activiry and favoured the rooting response, at 
Ieast for C. liberica. This morphological response 
was absolutely necessary for in vitro conservation 
of grape (Galzy 1985), and markedly improved 
the survival rate of Prunus avium stored at 2°C 
(Sauer 1985). For C. cunephora and C. tuce- 
mosu. on the other hand. the BA concentration 
of 4.4 PM was too high, and caused exuberant 
caulogenesis. In this study, the concentration Of 
1.3 PM appeared to be optimal for the mainten- 
ance of these four different coffee species. Reis- 
ch (1986) also chose a single BA concentration 
(5 PM) for the propagation of several Viris 
species. 
Behaviour differences between species, as we 
have observed, have also been mentioned for 
grape (Reisch 1986) and for different potatoes 
by Westcott (1981). As defined by Westcott 
(1981), these in vitro behaviour differences seem 
to vary as a function of the ecological origin of 
the sample. C. congensis, from the Zaïre basin, 
is characterized by medium-size leaves and 
riparian ecology (Berthaud & Guillaumet 1978). 
C. racemosa on the other hand is distinguished 
by small sessile leaves and cornes from the dry 
countries of East Africa (Halle & Faria 1973). 
The natural populations of C. cunephora and C. 
iibericu. two coffee species with broad ieaves, 
are distributed among the humid tropicai forests 
of West Africa. The distribution in the Côte 
&Ivoire. however, shows that C. fiberica is adap- 
ted fo more humid areas than C. canephora 
(Berthaud 1986). 
In conclusion, our choice of BA concentra- 
tions well below those recommended for mi- 
cropropagation (SondahI et al. 1984) is conclu- 
sive. Maintained at limited growth under these 
conditions. the genetic stability of the microcut- 
ting collection will be preserved (Withers 1989). 
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Biotechnologies/Biotechnologies 
(Physiologie végétale/Planc Phytiojogy) 
Reprise de I’embryogenèse adventive & partir d’embryons 
somatiques de caféier (Coffea arabica L.) après leur 
congélation dans I’azote liquide 
Anna BERTRANDDESBRUNAIS, Jacques FABRE Florent ENGELMANN, Jean DEREUDDRE 
et André CHARRIER 
RésnnG - Des embryons somatiques de cafciers (C. arabica L), obtenus à partir d’explants 
roli8iq survivent à une wngélation à -196°C Les jeunes embryons sont isolés puis cultivés 
pendant 24 h sur un milieu enrichi en saccharose (475 M). Ils sont ensuite mis à incuber pendant 
2 h dans une solution cryoprotcctria contenant la même concentration en saoAaroa et 5 % de 
dïméthylsulfoxyde. Hac& dans des ampouks ayobiologiques, ils sont alors congelés hmtanent, 
jusqu’à -4O”C, avant d’être plongés et consen& dans de l’azote liquide. Après un rkhauffanent 
rapide dans un bain-marie à 40°C. la embryons sont repiqués dtaque jour sur des milieux dont la 
wnantration en saccharose est pro@vcment abai& jusqu’à la valeur standard de 0.1 M. Le 
taux de reprise de I’embryogenése adventivc atteint 50 ym 17 semaines après le récbaufkment Les 
premières plantules, obtenues in Dino à partir de matériel congel&, ont un développement apparcm- 
ment normal. Dans un proche avenir, la technique mise au point pourrait être élargie à d’autres 
spéas actuellement entretenues en champ par les stations de recherche café&. 
Adventive embryogcnesis rea~ay fi-em coffre (C&èu oru&cu L.) somatic exnbryos 
afk fi-edng in liquid nitrogen 
Abstruct - Coffee somatù embryos obtained fiom C. arabica L. Ica/ explants suro& afier fieezing 
to - 196°C. Young isolated embryos w~ïe precuftured for 24 hrs. on medium enriched with sucrose 
(0.75 M). Incubation was jh9formed at 20°C in ayopnsrroatiw solution wn&ùng the same wncen- 
ration of sucrose as preculture mediwn and 94 dimethylsulfoxide. After a 2 hrs. incubatian, embryos 
wme transfmed into cryobiologicul ampoules and fiozen slowly to -40°C bcfoe being immened in 
liquid nitrogen Ajkr rapid thawing in a water-bath at 40°C. embryos were subadtured daiiy on 
medio containing decreasing concentration of sucrose, until the standard oalue, 0.1 M. was reached. 
Survhd was assessed by somatic embryogenesis recouery. Ajïer a lag pha~ of 5 weeks, recovery 
increased progressioely up to soO/’ 17 weeks ajïer thawing. The fvst plantlets obtained from frozen 
matedal are growing in vitro and hnoc deoeloped normally. l%is technique should allow long-term 
preseroation of coffee species presently kept in jZeld wlkctions. 
Abrid’ged Englistr Version - Many tropical plants produce resalcitrant seeds which are 
sensitive to dehydmion and low temperature and thus cannot be pxserved by conventional 
slmage. For these spe&s induding coffee, relatively co&y field cdlections are maintained 
in several mffee twearch stations: the plants remain expmed to several threats, induding 
pathogens and natural disasters. 
Gmnplasm preservation of these species cari be solved by using in vitro methods [l] 
and by reducing subcuhure req uimnents through manipulation of physical and nutrient 
conditions [3]. However, for long-mm storage, only uhra-low temperatures (- 196°C) cari 
gttarantee the stability of gerrnplasm without any 10s~ of viability. Gyopreserva tion techniques 
have hem used for zygotic embryos 121. 
coffee beans do nec survive f+xzing in liquid nitrogen, even alter marked pmlimimy 
dehydration [4]. Techniques have been developed reomtly 14 allowing true-to-type micro- 
propagation using somtic embryogenesis. TO date, adventive embryogenesis recoveries from 
s~matic emhryos have ben reported for carrot [6],*oil paim [A and Nomay spruce ([S], [9]). 
This paper describes a cryopmervation proœdure for coffee somatic embryos. 
Note présentée par Alexis MOYSE. 
0249-6313/88/03070795 f2.00 @ Académie da Scicnas 
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An embxyogenic callus litre (Fig. 1) originally derived fï-om a leaf expiant of C. u&ica i. 
var. Cmura amarillo, was provided by the C1.RA.D. This callus lime is maintained by 
regular subculturing (27°C and 0.5 to 1.5 W. tne2) on standard medium [IO] containing 
Murashige and Skoog salts [Il], More1 and Weunore vinunins [12], 3 x lO-’ M adenine, 
500 mg.l-’ malt extract, 4.4x 10-6 M 6-benzylaminoptuin~ 0.1 M sucrose and 7 g.l-’ 
%-=a 
For ayopreserva tien, globular embryos, nwaming about 150 to 300 lun, wcrc kolated 
Com callus. They were ptecultured ovemight at 27°C on standard solid culture medium 
supplemented with 0.75 M sucrose. The spe&xns wae tradked to pnxulture liquid 
medium at room temperature (20°C) and were treated with a sohttion of dimethylsulfoxide 
(DMSO) in preculture mediun~ This ayoproteaive solution was added over a period of 
30 min. until the final DMSO concentration of 5% (V/V) was reached. 
Aftcr 2 hrs. incubation at 20°C embryos in 1 ml of cryoprotective liquid medium were 
dispemd into stetile polypropyIene aaew-mp ampoules and 6wzn at O.S”C.fnin-’ in a 
controlled fmezing appatatus (Minicool type by l’Air Liquide). Freezing was induced at 
- 11°C with forceps precooled in liquid nitmgen. Once the mnninal temperature of -40°C 
w?s~~somesampleswcredllactlyimmasedinliquidN~wherethcya~~a 
tempamre of - 196°C After a storage period of 1 hr., thawing was canied out in a water- 
bath at 40°C Thawed embryos were tnmsferred to solid preculture medium and were 
subcultured daily on media eontaining d eueasing amccntrations of sua-ose until 0.1 M was 
l-exhed. 
Ail control embryos subcultured on standard culture medium tumed green and resunxd 
growth. Regrowth was achieved in a few days by direct development and secondary somatic 
anbryogenesis. Adventive embryos appexed pref&wnialIy at the root pole (Fig. 2). Af& 
pretratment (preculture and uyoprotec&e ueatnxnt) and aiter &eezing to -40 or -1%X, 
embryos began to tum brown. Regrowth oaxrred only by adventive embryogenesis 
(Fig. 3). Secondary anbryos obtained after uyogenic storage difIàentiated in vitro and gave 
normal plantlets (Fig. 4). 
The somatic embryogenesis recovery rate duting post treatment increased gmdually and 
was noticeably influenœd by successive stages of the cryoproteetive procedure (Fig. 5). For 
control embryas, the maximum embryogenesis rate (1OOcjQ w-as achieved in two 
weeks. However, whïle every preueated embryo recovered sonntic embryogenesis, the maxi- 
mum recovery rate of looo/, was only reached after 15 weeks. 
AfIer fkezing to -40 or -l%OC, embryogenesis recovery dropped to 45-50%. lhe 
maximal recovery rates were obtained 17 weeks after f&zing and thawing. ‘Ihe first adven- 
tive embryos appeared after 3 (fîwzing to -40°C) or 5 weeks (f&ezing to -196°C) after 
thawing. Premtment and fîxzing increased considerably the lag phase for embryo neoforma- 
tien. 
In cunciusiun, sontatic embryos of C. arabica L. have been successfitlly preserved at the 
temperature of liquid nitrogen. Relatively high-level recovery of adventive embryogenesis 
has been obtained without addition of 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) during post- 
treaunent: the method employed minimizes the risk of somaclonal variations. 
After storage in liquid nitrogen, somatic embryogenesis recovery oaxrred after a lag phase 
of sevexaI weeks depending on the physiological stage of the embryo and on the pretreatment 
conditions. T~US, in Norway spruce, telatively long lag phases have been obtained [8] which 
cari be shortened dramatically by preculturing embryos on a medium containing a high 
. concentration of sucrose [9]. Similar results were obtained with apical shoot tips of 
carnation [13]. 
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Gnnplemcntary studies are necesrary to impmve the recovery rates of coffee soxna~c 
anbryos, to shorten the iag phase, and to obtain direct regrowth of embryon. However, 
germplasm P==va tion of coffee, the seeds of which are recalci~~ is now a 
possibility. The technique employed should be cxtendcd to other specics for future use in 
br=diXProgrammes* 
INTRODU~~N. - De nombreuses plantes tropicales ont des graines de courte viabilité. 
Ces plantes sont dites « récalcitrantes » aux méthodes de stockage couramment 
employées, utilisant une dessiccation et un maintien à basse température (- 18 à + 5°C). 
Pour ce groupe d’espèces, auquel appartient le caféier, les collections sont conservées en 
champs dans plusieurs stations de recherche caféiére; elles restent cependant exposées à 
divers risques. La conservation des ressources génétiques de ces espèces peut être facilitée 
par l’introduction des souches, sous différentes formes, en culture in oitro ([l], 121) et par 
l’application de diverses techniques permettant d’espacer les repiquages [3]. Cependant, 
seule une conservation dans l’azote liquide (-196OC) peut permettre un stockage de 
.. plusieurs dizaines d’années sans perte de la viabilité. 
La cryoconservation de structures organisées de caféier a déjà été tentée. Toutefois, 
selon Becwar et coll. [4], des graines entières de C. orubicu L. (var. Bourbon) ne survivent 
pas à une congélation dans l’azote liquide, malgré une déshydratation préalable à 8 % 
d’humidité relative. 
Des travaux récents de Sendhal et coll. [5l, ont montré que la multiplication des 
souches de caféiers par embryogenèse somatique était possible jusqu’à la remise en 
ccmiitions in uivo et que cette méthode pouvait être considérée comme permettant 
d’obtenir un matériel conforme. De plus, une reprise de l’embryogenèse a pu être obtenue 
apr& congélation dans l’azote liquide, d’embryons somatiques de carotte [6l, de palmier 
à huile [7j et d’épicéa ([81 [9]). 
Cette Note présente les premiers résultats concernant la reprise de l’embryogenèse 
adventive à partir d’embryons somatiques de caféier ayant été congelés dans l’azote 
liquide. 
h’h-&RIU FT MÉTHODES. - M.NhIEL VI%&TAL - Des cals à croissance rapide, prove- 
nant d’explants foliaires de Co$?u nrubica L. (cv. Caturra amarillo), ont été fournis par 
le laboratoire C.I.R.A.D. de Montpellier. Ces cals, repiqués tous les 2 mois selon la 
méthode de Dublin [lO] brunissent et deviennent fortement embryogènes lorsqu’ils sont 
placés à 27°C et en lumière atténuée (45 à 1,5 W. m-‘). 
Le milieu de culture standard utilisé comprend les éléments minéraux de Murashige et 
Skoog [ll], le mélange de vitamines de More1 et Wetmore [12], 3. lob3 M d’adénine, 
500 mg. 1-l d’extrait de malt, 4,4. 10m6 M de 6&enzylaminopurine, 0,I M de saccharose 
et 7 g-l-’ d>agar. 
Les embryons somatiques, utilisés dans cette étude sont globulaires (d’un diamètre de 
150 à 300 pm environ), blanc-nacré, et regroupés en massifs (fig. 1). Dès la préculture 
ils sont isolés les uns des autres. 
MÉTHODE DE CONGÉLATION. - La méthode ,utilisée pour la cryoconservation des 
embryons comprend plusieurs phases : 
(a) La préculture : les embryons sont placés pendant 24 h à 27”C, en boîtes de Petri, 
sur un milieu enrichi en saccharose (0,75 M). 
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(b) Le traitement cryoprotecteur : les embryons sont ensuite mis en suspension à 2OfC 
dans un milieu liquide de même concentration en saccharose que celui de la préculture; 
une quantité égale d’une solution contenant 475 M de saccharose et 10 % (V/V) de 
diméthylsulfoxyde (DMSO) est ajout& progressivement au milieu. 
(c) Le refroidissement : après 2 h d’incubation, les embryons sont placés dans des 
ampoules cryobiologiques contenant 1 ml du mélange cryoprotecteur. Les échantillons 
sont progressivement refroidis de 45T par minute, en utilisant un congélateur program- 
mable (type Minicool, commercialisé par l’Air Liquide). Après un premier refroidissement, 
jusqu’à - UT, la cristallisation est induite avec des pinces préalablement refroidies dans 
de l’azote liquide. Dès que la température de -40°C est atteinte, les échantillons sont 
directement plonges dans l’azote liquide, où ils sont stockés pendant au moins 1 h 
(a) Le post-traitement : après un réchauffement rapide de 2 mn, dans un bain thermoré- 
gularisé à 4OT, les embryons sont d’abord transférés sur le même milieu solide que celui 
de la préculture, contenant 475 M de saccharose. Ils sont ensuite repiqués les jours 
suivants sur des milieux dont la concentration en saccharose est abaissée progressivement : 
0.5, 43 et 0,l M respectivement. 
EXPRESSION DES RÉSULTATS. - Les résultats sont exprimes par le taux de reprise de 
l’embryogenèse adventive. Cehri-ci est donné par la proportion d’embryons traites pour 
lesquels une reprise de la prolifération a été observée. 60 embryons (en deux expériences 
indépendantes) ont été utilises pour chaque condition. 
RESULTATS. - La survie, puis la reprise de I’embryogenèse adventive diffèrent selon le 
traitement subi par les embryons. 
Pour les embryons témoins, placés sur le milieu standard, on observe simultanément 
un développement des embryons isolés, qui verdissent, et une néoformation précoce 
d’embryons globulaires blancs au pôle radiculaire (fig. 2). Après le prétraitement (précul- 
ture et traitement cryoprotecteur), une congélation à -40°C (prérefroidissement) ou à 
- 196°C les embryons brunissent; leur croissance est arrêtée. Après un temps de IatenSe 
de 2 semaines au moins, des embryons secondaires, néoformés, apparaissent à leur 
surface, sans localisation précise (fig. 3). Comme pour les souches témoins, il est possible 
d’isoler des embryons somatiques. Ceux-ci sont actuellement cultivés sur un milieu 
favorisant la croissance. Leur développement en plantules a pu être obtenu (fig, 4). 
L’évolution des taux de reprise de I’embryogenèse adventive, en fonction de la durée 
du post-traitement (culture sur milieu standard de multiplication), est indiquée sur la 
figure 5. Pour les embryons témoins, les premières formations adventives apparaissent 
moins d’l semaine après la mise en culture, et 15 jours suffisent pour obtenir un taux de 
reprise de 100 ‘A. Dans le cas des embryons n’ayant subi que le prétraitement (préculture 
et traitement cryoprotecteur), le taux maximal de reprise est également atteint. Cependant, 
le rythme d’apparition des embryons adventifs est plus progressif puisque 15 semaines 
sont nécessaires pour obtenir la valeur de 100 %. 
La congélation jusqu’à -40 ou -196°C a pour effet de diminuer le pourcentage de 
reprise : les embryons néoformés n’apparaissent que dans 45 à 50 *A des cas. Ces valeurs 
ne sont obtenues qu’après 17 semaines de post-traitement sur le milieu standard. De plus, 
3 semaines (refroidissement à -40°C) o,u 5 semaines (refroidissement à - 196T), sont 
nécessaires avant l’apparition des premiers signes de reprise de I’embryogenèse adventix 3. 
Aucune différence significative entre les pourcentages de reprise des embryons congelés à 
-40°C et des embryons.congelés à -‘196”C n’a été décelée (p=O,Ol). 
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DISCUSSION. - Avec la méthode décrite, les embryons congelés présentent une reprise 
d’au moins 50 %, pour le cultivar utilise. Ce taux élevé a été obtenu avec une technique 
simple n’employant pas de composé organochloré, comme l’acide 2.,4-dichlorophénoxyacé- 
tique (2,4-D), afin de limiter les risques de variation encourus. Cette substance de 
croissance, déjà utilisée pour accélérer la reprise de la prolifération, après l’azote 
liquide [7J, n’est pas nécessaire en effet, dans le cas des souches embryogènes de caféier. 
De plus, cette étude a été faite sur des embryons somatiques, Ceux-ci permettent un 
meilleur maintien de la stabilité génétique par rapport aux souches entretenues en cultures 
cdulaires. 
La reprise de l’embryogenèse après une congélation dans l’azote liquide demande une 
période de latente d’au moins 5 semaints. Ce temps de latente diffère de façon sensible 
d’un embryon à l’autre puisque 17 semaines sont nécessaires pour que le taux de reprise 
de 50 % soit atteint. Or une phase de latence prolongée peut être source de variation et 
même d’une importante sélection. La durée de latenœ peut dépendre des conditions du 
prétraitement. Ainsi, pour les cals embryogènes d’épicéa, la période de latenœ peut 
atteindre 5 semaines [8], cn l’absenœ de préculture ou seulement 3 jours [9], si les cals 
ont été précultivés sur des milieux enrichis en saccharose. Des résultats similaires ont 
également été obtenus avec des méristèmes d’œillets [13]. Les modalités de la reprise de 
la croissance dépendent étroitement des conditions du prétraitement. Il est possible aussi 
que la durée nécessaire à l’apparition des premiers embryons adventifs soit en rapport 
avec l’état physiologique des embryons prélevés. 
Seule la reprise de l’embryogenèse adventive a été obtenue. Il serait souhaitable 
d’obtenir une reprise directe du développement des embryons. Après une conservation 
dans l’azote liquide, cette propriété n’a été montrée que dans le cas d’embryons au stade 
giobulaire WI, [81, PI). 
Des recherches complémentaires sont donc nécessaires afin d’améliorer le taux de 
reprise de la prolifération des embryons somatiques de caféier et de réduire le temps de 
latenœ qui sépare le réchauffement des premières néoformations. Dc plus une vérification 
ultérieure en champ serait souhaitable avant d’envisager la cryoconservation comme 
moyen de conservation des ressources génétiques des caféiers. Ainsi, par la suite, l’étude 
sera élargie à d’autres variétés de C. arubicu et à différentes espèces du genre Coffea. 
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ExmcmoNs DE L.4 PLANCHE 
Fig. 1. - Culture en conditions standard. Embryons (E) globulaires, blanonaué, sur cal brun (B). Sur la 
figures1à3,h?straitsmprésfmtent 1OOpm. 
Fig. 1. - Young embryos (E) used for cryopreservation. Thcy are obtained fiom brown callus (B) on standard 
culture mediwn. The magm~kation bars in Figures 1 to 3 represent 100 p. 
Fig. 2 - Embryon ttmoin ap& 1 mois de croissance. Néoformations cmbryogknes (N) au pôle radiculaire. 
Ébauches cotylédonaires (D). 
Fig. 2 - Cweek aged c~ntrol embryo growing on standard culture medium. (0) cotyledonary primordium, (N) 
promrbryoids at the root pale. 
Rg.3. - Reprise de kmbryogcnèse advcntivc (A) sur un embryon (F), 7 semaines aprk la sortie de l’azote 
liquide. 
Fig. 3. - Deepfrozen embryo (F) showing advenriw abryogenesis recooery (A), 7 weeks ofter thawing. 
Fig. 4. - Plantule en croiasana in uitro. Cotylédons (CI) dévcloppks, hypocotylc (H), radicule (R), gemmule 
(GI. 
Fig. 4. - Growing in vitro plan& obtained from embryo after freezing in liquid nitrogen. Root (R), shoot 
apex (G), hypocotyl (If), cotyledonary ieaoes (C). 
Fig. 5. - Évolution du taux de reprise R (%) de l’cmbryogcnksc advcntive d’embryons isolés repiqués sur le 
milieu standard contenant 0.1 M de saccharose, en fonction de la dur& de culture D (en semaines); 
(*) embryons témoins, (0) embryons préwaités, (0) embryons refroidis à -4O”C, (A) embryons congeks 
à -196°C. Les embryons seukmcnt prétraitis et ceux refroidis à -40 ou -196°C sont d’abord repiqua, 
jour après jour, suozssivcmcnf sur des milieux contenant 0,75, 0.5 et 43 M de saccharose avant d’être 
transférés sur le milieu standard. Les traits verticaux représentent les intervalles de confiance, à un seuil de 
probabilité de 95 %. 
Fig. 5. - Changes. in odumtive somatic embryogenesis R (%), for isolated embryos, as a function of the 
duration D (in weeks) of growth on standard culture medium containing 0.1 M sucrose. (*) control embryos, 
(0)prerreuted embryos. (0) embryos after freizing to -40°C. (A) embryos after a fïeeze cycle to 
- 196°C. Pretreated embryos or fiozen embryos were subcultured daily on media containing successively 0.75, 
0.5 and 0.3 M sucrose. Then they wqe transferred onto standard culture medium. Vertical bars indicate 
standard deviation (p-0.05). . 
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RESUME 
Les prospections faites, par’ I’ORSTOM en Afrique ont permis d’établir d’importantes .- 
collections en champ de differentes espèces. de cafeiers cultivés et spontanés. Leur 
conservation et leur: utilisation pourraient être facilitées par les nouvelles technologies 
telles qùe la culture in vitro et la cryoconservation. La ‘micropropagation et . 
I’embryogenese somatique sont déjà, couramment utilisées pour les caféiers cultivés. 
Nous avons mis en place des expériences de conservation de ces ressources genetiques 
en laboratoire, en vue d’apprécier *les possibilités et les limites de cette approche, 
L’introduction au laboratoire des caféiers par la culture in vitro d’embryons 
. 
zygotiques isolés a permis d’etablir une vitrothèque de travail. Outre les deux espèces 
cultivees Coflea arabica et C. ccmephom, elle comporte une quinzaine d’autres espèces 
du genre, Coffea. Nous avons mis en evidence différents facteurs influençant la 
germination in vifro : te developpement de l’embryon est fortement inhibe par la lumiere ; 
. un milieu depourvu de toute substance de croissance est le plus favorable. 
Cette collection est entretenue par microbouturage avec développement des 
bourgeons latents, assurant ainsi un maximum de stabilité génétique. Nous ayons observé 
le comportement des microboutures placées sous l’influence de substances de 
croissance, en particulier la 6benzylaminopurine (BAP), utilisée Ici 6 faible concentration, 
et sous l’influence de différents autres facteurs : nature de la solution minerale, 
concentration en saccharose, temperature et nature de l’agent gélifiant (agar ou Gel- 
Rite@). Nous avons retenu les ‘facteurs qui limitent la croissance, tout, en favorisant 
l’enracinement, ce qui a permis le stockage sur une periode de six mois à un an, entre 
chaque repiquage. 
La conservation à long terme en laboratoire relève d’autres techniques comme la 
cryoconservation. Celle-ci a été realisee avec SUC&S à partir de deux ‘.souches 
embryogènes, l’une de C. umbku l’autre de C. cunephoru. On a observe la reprise de 
I’embt-yogenèse adventive sur des embryons somatiques ayant subi une congélation 
dans l’azote liquide, à -196%, puis un réchauffement rapide. 
Mots-clés : CO~I%, cafeiers, ressources genetiques, conservation in vitro, embryons 
zygotlques, microbouturage, limitation de croissance, cryoconservation 
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